














Untersuchungen 
iiber die Permeabilitiit lebender Menbranen. 
IX. Mitteilung: 
Die Berechnung der Vergiftungskonstanten nach der Methode 
der kleinsten Quadrate!. 
Von 
Eugen Macoyski. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Wissenschaftlichen Fakultat, 
Universitaét Bukarest.) 


(Eingegangen am 28, August 1941.) 


In den friiheren Mitteilungen wurde berichtet, daB es méglich ist, 
die Permeabilitat lebender Membranen fiir die physiologisch-aktiven 


z. B. giftigen Verbindungen quantitativ zu untersuchen, wenn man die 
physiologisch-pathologischen Erscheinungen (Vergiftungssymptome) als 
eine Art ,.Indikatoren‘’ zur Bestimmung diffundierender Substanz- 
mengen benutzt. Dringt namlich ein giftiger Stoff unter bestimmten 
Versuchsbedingungen aus der Lésung durch eine lebende Membran in 
den Tierkérper hinein, so lassen sich auf Grund des Diffusionsgesetzes 
von Fick die Vergiftungsgleichungen (1) und (2) 
(Cc — Co) t ie (1) 
kK (2) 
ableiten, welche die Beziehung zwischen der ,,Giftkonzentration®: ¢ der 
Lésung und der ,,Vergiftungszeit*‘ + (d.h. der Zeit, welche seit dem 
Einfiihren des Tieres in die giftige Lésung bis zum Auftreten eines 
gewissen Vergiftungssymptoms verstreicht) fiir den Fall darstellen, 
wenn die Giftpenetration ein Diffusionsvorgang ist. In diesen, fiir die 
antekritischen (1) und fiir die postkritischen Vergiftungssymptome (2) 
giiltigen Gleichungen sind die Konstanten mit cg und k bzw. mit ¢,,, 
r,, und K bezeichnet?. Stimmen die Ergebnisse der Vergiftungsversuche 
mit den erwahnten Gleichungen tiberein, dann ist dies ein Zeichen, dal 
das Gift die lebende Membran nach dem Diffusionsgesetze von Fick 
durchdringt. Findet man keine Ubereinstimmung, d.h. treten Ab 
weichungen von der Vergiftungsgleichung auf, dann ist der Gang der 
Diffusion durch irgendeinen Faktor veraindert. Auf Grund der beob- 
achteten Abweichungen ist es nun méglich, die quantitativen Be- 


! VIIT. Mitteilung: Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 192, 321, 1939. — 
2 Val. IV. Mitteilung: ebenda 189, 45, 1938. 
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ziehungen aufzukliren, welche zwischen der GréBe des betreffenden 
Faktors und der von ihm hervorgerufenen Permeabilititsanderuny 
bestehen 1}, 

Um die Permeabilitat lebender Membranen in der eben erwahnten 
Weise zu untersuchen, mu} man zunichst die Anwendbarkeit der Ver 
giftungsgleichung (1) bzw. (2) auf die Ergebnisse der Vergiftungs 
versuche priifen. Zu diesem Zwecke werden fiir verschiedene Kon 
zentrationen ¢, (¢ 1,2....,) auf Grund mehrerer Versuche die ent 
sprechenden Vergiftungszeiten 1, bestimmt. Dann ermittelt man an 
Hand der erhaltenen Zahlen die Werte der Konstanten, die in der be 
treffenden Vergiftungsgleichung vorhanden sind, setzt diese Werte in 
die Formel (3) bzw. (4) [eine andere Form der Vergiftungsgleichung (1) 
bzw. (2)] ein und berechnet die t-Werte 

k K 
tT =— _ (3) Tt eh OR 
Cc —Co c—-C,, 
fiir alle bei den Versuchen verwendeten Konzentrationen. Es geniigt 
diese rechnerisch ermittelten 7-Werte mit den experimentell gefundenen 
Vergiftungszeiten zu vergleichen, um zu entscheiden, ob die ver- 
wendete Vergiftungsgleichung mit den Ergebnissen der Versuche im 


Einklang steht. 


Die Ermittlung der Vergiftungskonstanten aus den Ergebnissen der 


Vergiftungsversuche ist eine Aufgabe, die in den bisherigen Arbeiten 
folgenderweise gelést wurde. 

Im Falle antekritischer Vergiftungssymptome [Vergiftungsglei 
chung (1)] konnten die Werte von cy und k aus den Ergebnissen von je 
zwei, bei verschiedenen Konzentrationen ausgefiihrten Vergiftungs- 


versuchen mit Hilfe der Formeln (5) und (6) ermittelt werden 
Co T2 —C, T ts T, Tz (Cy —C2) 
Co = (5) k 


T2 - -Ty T2 -Ty 


(6). 


Da die Vergiftungsversuche bei n verschiedenen Giftkonzentrationen 
ausgefiithrt waren, wurden fiir cy und k je 0? Zahlen erhalten, woraus 
man die entsprechenden arithmetischen Mittelwerte berechnen konnte. 
Diese ¢y- und k-Mittelwerte in Formel (3) eingefiihrt, erlauben nun dis 
Vergiftungszeiten fiir jede beliebige Giftkonzentration rechnerisch zu 
ermitteln2, 

Im Falle postkritischer Vergiftungssymptome | Vergiftungsglei 
chung (2)]lieBen sich die Werte von c,, und 7,, aus den Ergebnissen von 

1 Vgl. VII. Mitteilung: Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 191, 628, 1939. — 
2 IT. und VI. Mitteilung: ebenda 185, 566, 1937 bzw. 189, 281, 1938. 
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je drei bei verschiedenen Giftkonzentrationen ausgefiihrten Versuchen 
ableiten [Formel (7) und (8)]. 
c €1C3(T3 —T) —€,C2(T2 Tr) ~ ~€2€3(T3 ~~ Te) . 
at (7) 
Cy (T3 Tz) Cy (T, - T) + C3 (T, ~~ T}) 
Ty Vg (Cy — Cg) — Ty To (Cy — Co) —— Te Tz (Co —- Cz) 


€, (T; — Te) Cy (Ts 


*T) + €3(T2 —-T) 


In dieser Weise wurden fiir jede der genannten Konstanten je C)-Werte 
erhalten, die zur Berechnung der Mittelwerte dienten. Da eine 
aihnliche Ableitung von A viel zu umstandlich wire, wurden die Mittel- 
werte von ¢,, und 7,, in G'eichung (2) eingesetzt, fiir jede Versuchsreihe 
der entsprechende K-Wert ermittelt und aus den n erhaltenen Zahlen 
der K-Mittelwert berechnet. Die so erhaltenen Mittelwerte von ¢... 
r, und AK konnten dann zur Berechnung der Vergiftungszeiten mit 
Hilfe der Formel (4) verwendet werden}, 

Diese Berechnungsmethode zur Ermittlung der Vergiftungs- 
konstanten hat sich am Anfang als brauchbar erwiesen: eine Reihe 
verschiedener Vergiftungsversuche wurde mit ihrer Hilfe ausgewertet 
und somit zur Erforschung der Permeabilitaét lebender Membranen 
herangezogen. Mit der Zeit hat sich aber ergeben, daB die Anwendung 
obiger Methode in der Praxis nicht ganz bequem ist. Erstens, weil die 
ziemlich langwierige Berechnung von ¢, und k bzw. von ¢,, und 7,, nach 
den Formel!n (5) und (6) bzw. (7) und (8) fiir manche Versuchskombina- 
tionen entweder zu hohe oder zu kleine Werte ergibt, die dann bei der 
Berechnung der Mittelwerte fortgelassen werden miissen. Zweitens 
weil die erwahnte Berechnungsmethode keine Auskunft tiber die Ge 
nauigkeit liefert, mit welcher die Konstanten der Vergiftungsgleichung 
bestimmt werden. Deshalb habe ich mich entschlossen, die Vergiftungs 
konstanten nach einer anderen, geeigneteren Methode zu ermitteln. 
und zwar nach dem Verfahren von GauB, das mir von Herrn Kollegen 
Karl Mader (Wien) empfohlen wurde?. 

In den nachsten Arbeiten wird stets das GauBsche Verfahren zum 
Ausgleich der Versuchsergebnisse verwendet: es erscheint somit nétig. 
die Benutzung dieses Verfahrens zur Berechnung der Vergiftungs- 
konstanten zu erértern und an einem Beispiel zu erlautern. 

Es sei zuerst die Vergiftungsgleichung (2) betrachtet. ¢ und 7 sind 
die experimentell ermittelten, also bekannten GréBen, wahrend c¢ 


1 TV. und V. Mitteilung: Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 189%, 45, 1938 
bzw. 189, 140, 1938. — 2 Es sei mir gestattet, an dieser Stelle Herrn Kollegen 
Karl Mader aus Wien meinen wirmsten Dank dafiir auszusprechen, daB e1 
mich auf die Gaufsche Methode aufmerksam gemacht und mir gleichzeitig 
eine Reihe fruchtbarer Anregungen gegeben hat. 

91* 
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r, und K unbekannte Konstanten darstellen. Kénnte man ¢ und 7 
fehlerfrei messen, dann wiirde es geniigen, die Vergiftungsversuche bei 
drei verschiedenen Giftkonzentrationen auszufiihren, um an Hand der 
Ergebnisse die Werte der Konstanten zu ermitteln: die Auflésung des 
Systems (9) 

Cy 6) (84 ‘ 


) = | 
(Co —C,,) (To — T,,) K (9) 
(es —C,,) (Tt; — T,,) = K | 


von drei Gleichungen mit drei Unbekannten fiihrt zu den Formeln (7) 
und (8), welehe die Berechnung von ¢,, und 7,,, und somit auch von K 
gestatten. 

In Wirklichkeit sind aber die Werte von c und + mit Fehlern be- 
haftet. Deshalb werden die Vergiftungsversuche bei mehreren n Gift- 
konzentrationen ausgefiihrt (nm >3), um an Hand der erhaltenen 
n Paare der c, t-Werte die ,,besten® (plausibelsten) Werte der Ver- 
ciftungskonstanten durch Ausgleich zu gewinnen. 

Es ist dabei zu beachten, daB die GréBenordnung der bei der Be- 
stimmung von ¢ und t gemachten Fehler verschieden ist. Wahrend 
die Einstellung der Giftkonzentration ¢ der Lésung im allgemeinen sehr 
genau erfolgt, treten bei der Bestimmung der Vergiftungszeit + Schwan- 
kungen auf. In der Tat hangt die Vergiftungszeit auBer von der Gift 
konzentration der Lésung noch von den Eigenschatten der lebenden 
Membran (Dicke, Oberfliche, Beschaffenheit u.a.) und von dem 
spezifischen Widerstand der Versuchstiere gegen die Gifteinwirkung ab. 
d.h. von lauter individuellen, biologischen Charakteristica, die experi- 
mentell nicht zu vermeiden sind. Unter diesen Umstanden kann man 
die Fehler, mit denen die c-Werte behaftet sind, vernachlassigen und 
die c-Werte im Vergleich zu den r-Werten als praktisch fehlerfrei 
betrachten. 


Es liegen also n Gleichungen (10) vor (i i RE ee 8 


(C; 


i Ce) (Te Teo) kK, (10) 
wo 7; fehlerhafte Beobachtungsgr6éBen sind. Um die plausibelsten Werte 
der Vergiftungskonstanten daraus zu erhalten, werden zunachst irgend- 
welche drei weiter auseinanderliegende, z. B. den Wertepaaren ¢,, 7,,. 
¢,, T und ¢,,, 7,, entsprechende Gleichungen ausgewahlt und durch die 


e> “é 


Auflésung des Systems (11) 


m 


(c, —c,,)(t, £..) K | (11) 
” C, ) (Tin, T, ) K | 


die sogenannten ,,Naherungswerte™ c,,. 7,, und K ermittelt [vgl. (9) 


bzw. (7) und (8)]. Natiirlich unterscheiden sich diese Naherungswerte 
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der Vergiftungskonstanten von den plausibelsten Werten ¢,,. 7,, und A 
da zu ihrer Ableitung nur drei, nicht alle n Gleichungen verwendet 
wurden. Man mu also an Hand aller Beobachtungsergebnisse die 
_.Verbesserungen’: 0¢,,. 07,, und 0A ermitteln. die zusammen mit den 


Naherungswerten c,,. r,, und K die plausibelsten Werte der Vergiftungs 
konstanten nach (12) ergeben. 


C c, + 0c, ; T Tt és; K= K+ dK. (12 


) 


Zu diesem Zwecke schreiben wir die Vergiftungsgleichungen (10 
zunachst foleendermaben auf (13). 


K 
T T; vU; 13 
( c 
(worin im alleemeinen v, 0, da die 7;-Werte fehlerhaft sind), um dann 
unter der Verwendung der Bezeichnung (14) zu der Form (15) zu ge 
langen. 
kK 
T CR. €- ey. (14) 
c ( 
z 
{(K, ¢,,. t,,) —%; v;. (15 


Auf Grund der Gleichungen (12) ist es nun médglich, die Be 
ziehung (14) als Funktion von den bereits bekannten Naherungswerten 
(c,,. T,, und A) und den gesuchten Verbesserungen (d¢,,. 0 7,, und 04) 
darzustellen. In dieser Weise wird die Forme! (16) 


[(K, i {(K OK. ¢ 0c. .t OT.) 16) 


erhalten, die nach Taylor entwickelt die Funktion (17) ergibt 


(K, ¢., ¢,,) Sth. ¢.. t.) : OK 
OK 
: (17 
O1(K,c..t.) OT(K. c,.. t,.) 
0c. -+ OT 
Oc OT 


Bei der Ableitung der Funktion (17) wurde die Taylorsche Ent 
wicklung nach den ersten Potenzen von dc,,, d7,, und 6K unter- 
brochen, was ja erlaubt ist, wenn die Verbesserungen im Vergleich zu 
den entsprechenden Niherungswerten klein genug sind. Jetzt fiibrt 
man die Beziehung (17) in die Vergiftungsgleichungen (15) ein, rechnet 
die darin enthaltenen Symbole aus und erhalt die Vergiftungsgle| 
chungen (18) 
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welche unter der Verwendung der Bezeichnungen (19) die Form (20) 


lL . I, (1s 
ee ee iG, ; , Des -+T,—F% l. 9) 
¢—¢ (,—¢,)% © e—¢,, die, 
a, 0K + b, dc,, + dr, +1 v7 
a, 6K + be dc,, + d1,, + le = Ve 
(20) 
a, OK -+- b, de,, + dt,, + |, U, | 
annehmen. Daraus kénnen an Hand der dem Ausgleichsprinzip 
vv} -- Minimum entsprechenden Minimalbedingungen (21) 
0 [vv] O [vr] O [vv] ‘ 
—— 0: ‘ 0 (21) 
00K 0 dc, O0T,, 


die Normalgleichungen (22), sowie die fiir die Kontrollberechnung von 
[ev|-Werten gebaute Gleichung (23) 


[aa] OK -+- [ab] dc,, +- [a] dt, + [al] — 0 

[ab] dK + [bb] dc,, +-[b] dr, + [bl] — 0 (22) 
AY fa] dK +[b] dc,, nm OT, + (8 oJ 

[al] 6K + [bl] dc,, +- [0] dz, + [WU] = [vr] (23) 


in der bekannten Weise! abgeleitet werden. Zur Kontrolle der Koeffi- 
zienten der Normalgleichungen stelit man noch die Gleichungen (24) 


{aa | 1 fab| - a| - fal] as} | 

la b] i [bb} ! [b| fbl] [bs] (24) 
fa] . [b| +- nH + [7] js! 

[al| { [b1| + (U] : [Ul| [1s] 


auf, in welchen s, die Summe aller, in jeder Normalgleichung vor- 


handenen Koeffizienten bedeutet (25). 


S a b, +1 +,. (25) 


2 i i t 

Die Auflésung des Systems A nach dem Algorithmus von Gau/ 
ergibt die gesuchten dc,-, 6r,- und dK-Werte, ihre ,,Gewichte“: 
Pe. P, bzw. px und den [vv]-Wert. Daraus werden nach (12) die ver- 
besserten Werte der Vergiftungskonstanten ermittelt. 

Um zu entscheiden, ob die Naherungswerte der Vergiftungs- 
konstanten durch den Ausgleich geniigend verbessert wurden, setzt man 
die nach (12) verbesserten Werte dieser Konstanten in die Gleichun- 


1 Vgl. Karl Mader, ,,Ausgleichsrechnung™ im Handbuch der Physik von 
H. Geiger und K. Scheel, Band 3, 8. 515ff., Berlin 1928, Es ist zu erwahnen, 


n n 
. . . y P — *:, 

daB nach der Schreibweise von Gaug [vv] = > v?; [a] Sa, usw. 
i=] i=1 


bedeuten. 
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gen (13) ein und rechnet die ,,iibrigbleibenden‘‘ Fehler v,; aus. Ist die 
Summe ihrer Quadrate mit den durch den Ausgleich erhaltenen [vv}- 
Werten identisch, dann ist ein weiterer Ausgleich nicht notwendig und 
die ,,verbesserten‘‘ Werte der Vergiftungskonstanten sind als die 
..plausibelsten‘‘ zu betrachten. Ist dies nicht der Fall, so muS man den 
Ausgleich mit den korrigierten (verbesserten) Werten dieser Konstanten 
soviel mal wiederholen, bis die obige Bedingung erfiillt wird. Erst dann 
kann man zur Berechnung der mittleren Fehler der Vergiftungs- 
konstanten und zur Priifung der iibrigbleibenden Fehler auf die Zu- 
filligkeit ihrer Verteilung schreiten. 


Der mittlere Fehler einer Gleichung ist nach (26) 
UV 
u lve] (26) 


zu berechnen, wo n die Anzahl der Versuche und m die Zahl der be- 
rechneten Vergiftungskonstanten bedeuten. Daraus ergeben sich 
nach (27) 

be u Pa ce (27) 
\ px 
die mittleren Fehler der Vergiftungskonstanten, wobei die Konstanten 
selbst die Form (28) 


i "* ia 


= 
é., (c+ es 0¢,,) Me; T (T, 


” 


-S) 6r,) Ur; | 


‘ 


K (K + S)6K) + uy, 


w 


(28) 


annehmen. Diese Form bedeutet, da die ,,wahren*‘ Werte obiger 
Konstanten mit der Wahrscheinlichkeit 0.68 innerhalb der angegebenen 
mittleren Fehlergrenzen liegen. Bei dieser Gelegenheit kann man 
erfahren, ob in den Ergebnissen der Versuche abnorm grogBe Fehler 
auftreten; es geniigt, den Wert von 2? mit den iibrigbleibenden 
Fehlern v, zu vergleichen: falls die Bedingung v, -< 2 1 erfiillt ist, treten 
abnorm groBe Fehler nicht auf. 

Zur Priifung der tibrigbleibenden Fehler auf die Zufilligkeit ihrer 
Verteilung werden die ,,Probe‘‘ der Vorzeichensumme und das ,. Kriterium 
von Abbe verwendet. Nur ist dabei zu beachten, da bei der Benutzune 
der itibrigbleibenden Fehler die beiden Kriterien nicht ganz verliGlich 
sind. — Nach der Probe der Vorzeichensumme fallt die arithmetische 
Summe der Zahl der positiven und negativen tibrigbleibenden Fehler v, 


innerhalb der Grenzen \ n. wo n die Anzahl der Versuche bedeutet. 
_—— ' , 2 [vv] 

und nach dem Kriterium von Abbe liegt der Wert von - 

1(v, V;41)* 

innerhalb der mittleren Fehlergrenze | , wenn die Fehlerverteilung 


Nt 
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anscheinend zufallig ist, d. h. wenn auf das Vorhandensein systematische: 
Fehler in den Ergebnissen der Versuche kaum zu schlieBen ist. 

Die Anwendung dieser Methode zur Berechnung der Vergiftunys 
konstanten sei nun an folgender Beispiel veranschaulicht : 

Nach den Versuchen von F. Gueylard und M. Duval) warden b 
der Vergiftung von .,Gasterosteus aculeatus’’ in milchsdurehaltige: 


Losungen folgende Vergiftungszeiten beobachtet (Tabelle T). Um dir 


Tabelle I. 





. Konzentration ; s Konzentration 
Versuch der undissoziierten Vergiftungszeit | Versuch der undissoziierten  Vergiftungsz 
Milchsiiure in Min, Milchsiure in Min 
in Mol - 10° Lite: in Mol - 103 Lite: 
l 248,7 12 4 36,9 37 
2 943 17 , 23,2 65 
3 58,8 30 





Werte der Konstanten in der Vergiftungseleichung (2) nach dem Ver 
fahren von Gauf uu ermitteln, werden zunachst die Ergebnisse de- 
zweiten, vierten und fiinften Versuchs zur Berechnung der Naherunes 
werte nach (7) und (8) herangezogen. Dabei driickt man die Milchsiure 
in Mol - 103/Liter, die Vergiftungs 
, in Minuten aus, um das Auftreten zu viele: 


konzentration und die Konstante ¢, 


zeit und die Konstante 1, 
Dezimalen bei den Rechnungen zu vermeiden: dadurch wird auch det 
Wert der Konstante K tausendfach gr6Ber, als wenn die Milchsdure 
konzentration in Mol /Liter ausgedriickt wiirde. — Man erhalt ¢, 8.6 
2 7.1, welche in (11) eingesetzt fiir K die Einzelwerte 8484 


€ 


846.2 und 845.3. d h.im Mitte! 847 ergeben. Dann rechnet man an Hand 


bzw. T 


Tabelle IT. 








0.42 OK 9 Olde 1,00 5 1.37 
t= T > ‘ t ’ 4 9) ¢ ? . (hii 
100 w 1 1 A 

m4 ; . 
17 100 0,12 d¢ + 1,00 d7 0,02 v, Sy 994 
(v om iw - - 
SA 
(20) 1,99 7a 1 0,34 Oe. 100 07. 6,03 Vs & = 23) 
Pg 3 
3,53 ar + 1,06 06 + 1.0057, + 0,03 vy 8, = + 5,62 
mT BS 
6,85 00 + 3,97 de + 1,00d7, + 0,11 v, 8, = + 11,93 











' F. Gueylard u. M. Duval, C. r. Acad. Sei. 175, 1243, 1922; vgl. auch 
Eugen Macovski u. Eufrosine Macovski, Acch. f. exper. Path. u. Pharm. 189, 
140, 147, 1938. 
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hes der Bezeichnungen (19) die Koeffizienten der Vergiftungsgleichungen (20) 
aus und erhalt die in Tabelle II vorhandenen Gleichungen, sowie die 
s,-Werte, welche nach (25) ermittelt werden. 
Daraus lassen sich die Normalgleichungen nach (22) und auch die 
‘ 
hei Gleichung fiir [vv] nach (23) ableiten (Tabelle ILI), wobei die Richtigkeit 
se ihrer Koeffizienten nach (24) kontrolliert wird. 
ir oa 
Tabelle IIL. 
d K ad 
itachi 64,89 1 31,76 Se 13,96 O07 11,74 0 
100 o 
Be 4 ; 
rei 31,76 17,01 de 5,10 57 1,60 = 0 (22 
L100 
A ; 
P K ee 
13.96 DDO O¢ 500 O71 7S 0 
LOO 
ae a r 
11,74 1,60 d¢ 1.28 O7 38,25 fre] (23) 
100 ; ; 
les Diese Gleichungen mit drei Unbekannten nach dem A!gorithmus 
von Gau/} aufgelést ergeben zunachst folgende Systeme der Gleichungen 
re mit zwei Unbekannten (Tabelle IV, A. B, C). woraus die weitere 
‘ian Rechnung (Tabelle IV, a, b, ¢) zu de,, 1.67, dr, 125 
ler OK 73 und [vr] = 23,2 fiihrt. 
ler pw - 
| abhelle I\ ° 
re 
3,6 A a 
j 147 d¢ 1353 7 1.14 0 O80 57 1.00 O: O59 d¢ 0.98 () 
nd 1,33 d¢ 200 d7 £75 =0 OT 1,25; Je 1.66 
+ 4,15 0c. $75 07 36,13 [vr] [vr] 23.2: [vr] 93.9 
a B b 
on | oan ee : a SK 
0,09 + 3,69 07 5,40 ) 0.78 7 0.98 O: 1.36 athe 1.0 0 
100 i ( 5 Lao 
Pepe SS a eon : 
3,69 3,22 dt 6.76 0 OT 1.2d6; Cn = (3.5 
LOO ! A 
a ?) K oS aalae - . P . a ‘ a 
9!) JO HOOT, + SR 10 jury {Uv} cA Be rr aU,e 
C ‘ 
F SK OK 
25,9 ‘ + 1640 dc + 8.59 0 O58 de 0.97 Oe - 1:37 1.00 0 
LOO 100 
VK ne ' at 
_ 16,40/ 10,96 0¢ + 6,41 0 oe 160: OK + 40,0) 
100 0 
I _oK : 2 is : 
9 8,5: 100 6,41 0c + 27,65 = [vv fev} = 23,2; vv] = 23,2 
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Jetzt werden die Naiherungswerte der Konstanten nach (12) ver 





bessert, die erhaltenen Werte: ¢,, +. 6,93, 1, = +835 und 
K 920 in die Gleichungen (13) eingesetzt, die iibrigbleibenden 
Fehler v, berechnet (Tabelle V) und die 

Tahelle V. Summe ihrer Quadrate gebildet. Man erhalt 

somit fiir [vv] den Wert 23,08, der mit dem 

Versuch " durch den Ausgleich gewonnenen (23,2) prak- 


tisch iibereinstimmt. Dies bedeutet, dal 


+. 0,155: . r « . 
3 soe die erste Verbesserung gentigt, um die brauch- 
~ po 1,00 ° y , . 
2 3.9134 baren plausibelsten Werte der Vergiftungs- 
2,0474 konstanten zu erhalten, so daB ein weiterer 
5 0,1042 


Ausgleich nicht notwendig ist. 
[vv] = 23,08 Weiter miissen die mittleren Fehler det 
Vergiftungskonstanten festgestellt werden. 
Dazu wird zuniachst der mittlere Fehler einer Gleichung (eines Ver- 
suchs) nach (26) berechnet: 

u ~ 3.3985, 


i © 


5— ; 


23,1 
und dann die gesuchten Zahlen nach (27) ermittelt, wo p,, p, und px 
die ,,Gewichte, d.h. die Koeffizienten von 6éc,,, d7,, bzw. 6K in den 
Gleichungen mit einer Unbekannten [Tabelle IV, a, b, c] darstellen. 
Man erhilt: 

33985 3.3985 
Me 4.44; Nha. : = +3,82; 

} 0,585 1 0.79 
93,3985 


29 05: 
) 0.0137 


UK 


so daB den Vergiftungskonstanten nach (28) folgende Form zukommt : 
o. |. 6,93 +- 4,44; 1, +. 8,35 + 3,82; K - 920 +- 29. 


Bei dieser Gelegenheit ergibt sich, daB abnorm grofe Fehler in den 
Ergebnissen der Versuche nicht vorkommen, da alle in der Tabelle V 
vorhandenen v,-Werte kleiner als 2 « 6.7970 sind. — 

Es bleiben noch die iibrigbleibenden Fehler v; (Tabelle V) auf die 
Zufalligkeit ihrer Verteilung zu untersuchen. 

Es gibt drei positive und zwei negative Fehler v;; ihre arithmetische 
Summe ist also + 1. Da dieser Wert innerhalb der Grenzen —- ) 5 

2.236 liegt, ist nach der Probe der Vorzeichensumme die Fehler- 
verteilung anscheinend zufillig. — Zu derselben SchluBfolgerung kommt 

46,20 


man auch nach dem Kriterium von Abbe, da der Wert von 76.70 > 0,602 
76,7 
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| 
(vel. auch Tabelle VI) innerhalb der mittleren Fehlergrenzen | ; 
15 
d. h. innerhalb der Grenzen 1,447 und 0,553 fallt. —- Die beiden Kriterien 


zeigen also, daf in den Ergebnissen der 
erwahnten Versuche  systematische Tabelle VI. 


Fehler kaum vorkommen. 





Versuch 9 Vea 

Es ist zu beachten, das die Ver- : 
siftungskonstanten folaende Werte be - = coe 
kommen, wenn man die Konzentration 3 4 5 9608 
der Milchsdiure in Mol/Liter und die 1—5 2.1516 
Vergiftungszeit in Minuten ausdriickt : [(ve, — o , )?7] = 76,6971 

é., 0,006 93 —- 0,00444; — 1,, +- 8,35 + 3,82; 

K L (J 920 +- 0.029. 


Werden nun an Hand dieser Werte die Vergiftungszeiten fiir alle 
verwendeten Milchsaurekonzentrationen nach (4) berechnet und mit 
jenen Ergebnissen verglichen, die nach der frither benutzten Be- 
rechnungsmethode erhalten wurden!, so ist leicht zu ersehen, daB die 
neue Berechnungsweise gegeniiber der friither verwendeten von jeden 
Standpunkt aus vorzuziehen ist (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





Methode der kleinsten Friiher verwendete 
Quadrate Berechnungsmethode 
T c = 0.00693 c = 0.0033 
o 
Versuch ¢ Minuten 1 8,35 tT = 7,2 
beobachtet) 
si = K 0,920 K 1,0973 
Mol Liter r nach (4) berechnet t nach (4) berechnet 
l 0,2487 12 12,2 11,7 
2 0,0943 17 18,9 19,3 
3 0,0588 30 26,1 27,0 
4 0.0359 37 39,0 39,9 
5 0.0232 65 64,9 62,3 
[v v| 23,2 [v v| 29,6 


Die Berechnung der Vergiftungskonstanten in der Vergiftungs 
gleichung (1) nach der Methode der kleinsten Quadrate erfolgt genau 
wie im Falle der Vergiftungsgleichung (2): nur ist hier die ganze Rech- 
nung bedeutend kiirzer, da man es diesmal nur mit zwei Konstanten zu tun 
hat. Es ist kaum n6tig, an dieser Stelle die ganze Theorie zu wieder- 
holen, da es geniiet. in allen in dieser Arbeit erwahnten Formeln und 


1 Vgl. Anm. 1, Seite 320. 
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Gleichungen vorhandenen 1,,und 61,, gleich Null zu setzen, um da 
durch die entsprechenden fiir den Fall der Vergiftungsgleichung (1 
giltigen Formeln zu erhalten’ Ks sei nur erwahnt, da8 zur Ermittlung 
der Naherungswerte von ¢p snd k zwei beliebige, weiter auseinande: 
liegende Wertepaare c,,7, und ¢,,, T,, verwendet werden, daB den 
v,-Gleichungen die Form (29), den Normalgleichungen und der fiir dis 
Kontrolle von [vv] gebauten Gleichung die Form (30) bzw. (31) (Sv 
stem B) zukommt, 


a; 0 k +b, de, +-l, v; (29 
| aaldk ab| 0 Cp lal 0 | (30 
abi” J: hhis Co 4] () | 


B 
[al] of bl} Oc 


U 


daB die Koeffizienten der Normalgleichungen durch die Beziehungen (32) 


aa ab\ + fall as) 
ab hh) hl hs (32 
al) [6] +(10) =[ts) J 
kontrolliert werden, wos, — a; +- b, + 1, ist, und daB die iibrigbleibenden 
Fehler nach der Forme! (33) zu ermitteln sind 
I: 
i T; ( 35) 
C; € 


r 7 9 val _ 
Zusammenfassung. 


‘Die Anwendung der Methode der kleinsten Quadrate zur B« 
rechnung der Vergiftungskonstanten in den Vergiftungsgleichungen 
(¢ ¢..) (t e.) K und (ce Cy) 7 k wurde zunachst theoretisch 
erértert und dann an einem Beispiel praktisch behandelt Die Vorteil 
dieser Berechnungsmethode gegeniiber der friiher verwendeten sind 


dabei klar zutage getreten. 
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Untersuchungen 
von Gelatine durch Fiillungstitration. 
Von 
Br. Jirgensons. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Riga.) 
(Eingegangen am 20. September 1941.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Titriert man durch Zugabe eines Nichtlésungsmittels (Fallungs- 
mittel) die Lésung eines makromolekularen Stoffes bis zum Triibungs- 
punkt, so gilt der Titrationswert als charakteristische Zahl. Titriert 
man so z. B. gleichkonzentrierte Lésungen von Nitrocellulose, die ver- 
schiedene Molekulargewichte haben, so stehen die Titrationswerte in 
einer genau bekannten Beziehung zum Molekulargewicht der Stoffe. 
Es werden zur Ausfallung der Substanz um so kleinere Fallungsmitiel- 
mengen benétigt, je héher das Molekulargewicht ist, was Staudinge) 
und Heuer? an Polystyrolen, G. V. Schulz und Br. Jirgensons? an Nitro 
cellulosen, Stirkeacetaten und Polymethacrylsiuremethylestern, sowie 
KE. Husemann® an Abbauprodukten des Glykogens zeigten. So wurde 
eine neue Methode zur Bestimmung des Molekulargewichts makro- 
molekularer Stoffe ausgearbeitet. Fiir eine polymerhomologe Reihe 
z. B. der Nitrocellulosen gilt die Beziehung: 

l 
y a B pm (1) 


worin y* die Fallbarkeit (Volumen des Fallungsmittels geteilt dureh 
Gesamtvolumen am Triibungspunkt), J’? den Polymerisationsgrad 
#, J und m Konstanten bedeuten. Tragt man in ein Koordinatensystem 
auf der Abszisse den Polymerisationsgrad (oder das Molekulargewicht ) 
und auf der Ordinate die Fallbarkeit auf, se erhalt man Gerade mit det 
Neigung ». Der Wert von m hangt von der Molekiilform ab: bei lang- 
yvestreckten Molekiilen ist m == 1, bei kugelférmigen m = 2/3. Es ist 
also ersichtlich, daB die Fallungstitration die Méglichkeit bietet, nicht 
nur Molekulargewichte zu bestimmen, sondern auch auf die Teilchen- 
gestalt zu schlieBen. 


1 H. Staudinger u. W. Heuer, Zeitschr. tf. physik. Chem. Abt. A, 171, 129, 
1934. 2G. V. Schulz u. Br. Jirgensons, ebenda Abt. B, 46, 105, 1940. 
E. Husemann, J. prakt. Chem. 158, 163, 1941. 
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Eine bestimmte Beziehung besteht auch zwischen Fallbarkeit und 
Konzentration (c) des untersuchten Stoffes, namlich 


a—lIne 


* >) 
Y "ee (= 


wobei a und } Konstante sind!. Man erhalt wieder Gerade mit b 
stimmten Neigungen. Es wurde nun besonders von G. V’. Schulz und 
EK. Husemann gezeigt, daB bei kugelférmigen Teilchen der Neigungs 
winkel derselbe ist, sich dagegen andert, wenn langgestreckte Molekiile 
voriiegen2, Auch ein solcher Vergleich der Resultate der Fallungs 
titration bietet also die Méglichkeit, die Teilchengestalt zu bestimmen. 
In einer unlangst ausgefiihrten, noch nicht veréffentlichten Arbeit 
hat nun Verfasser die Methode der Fallungstitration auch an Proteinen 
anzuwenden versucht. Als Vergleichssubstanzen wurden auch einige 
Aminosauren und Dipeptide herangezogen und die Gleichung (1) in 
der folgenden Weise abgeandert : 
y* = a, —fB, log M. (3) 
In der genannten Arbeit wurde die Giiltigkeit der G'eichung besonders 
an verschiedenen Abbauprodukten und Umwandlungsprodukten des 
Caseins gepriift. Es wurde gezeigt, dab mit Hilfe der Fiallungstitration 
tatsichlich das mittlere Molekulargewicht verschiedener Abbauprodukte 
des Caseins annahernd bestimmbar ist. Die Anwendung der Gleichung (2 
zeigte, daB die Geraden parallel sind, was auf eine mehr oder weniger 
kugelférmige Gestalt der in den Lésungen befindlichen Teilchen deutet. 
In dieser Versuchsreihe wurde mit Gelatinelésungen gearbeitet und 
vezeigt, daB auch hier die Fallungstitration anwendbar ist. Gelatine 
wurde abgebaut und die durchschnittlichen Molekulargewichte der 
Abbauprodukte durch Fallungstitration bestimmt. Viel umfangreicher 
wurde aber die Abhangigkeit zwischen Fallbarkeit und Konzentration 
untersucht, wobei parallel damit Viskositatsmessungen ausgefiihrt 
wurden. Es wurde nun unter anderem gefunden, daB die Lage der 
Geraden, die die Abhangigkeit zwischen Fallbarkeit und Kenzentration 
zeigen, sowie die y*-Werte selbst in ganz charakteristischer Weise 
von [H | und [OH’], sowie vom Salzzusatz abhaingen. Auf Grund dieser 
Resultate wurde geschlossen, daB die langgestreckten Gelatineteilchen 
unter Einflu8 z. B. von Salzen oder kleinen Mengen OH’ in kleinere 
Molekiile ebensolcher langgestreckter Form zerfallen. Der Zerfall 
verlauft also in Richtung der Langsachse. Bei einem weitgehenden 


1G. V. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. A 179, 321, 1937. 2 Der- 
selbe, |. c. Anmerkung 1, S. 326, u. Anmerkung 2, 8S. 325; vgl. auch 
E. J. Cohn, Physiol. Rev. 5, 410, 1925; A. A. Green, J. of biol. Chem. 8, 495, 
517, 1931; EB. Husemann, |. c. 3 J. prakt. Chem. (im Druck). 
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hydrolytischen Abbau dagegen zerfallen die Teilchen in Lings- sowie 
Querrichtung. 
Versuchsmethoden. Ergebnisse. 

1 g Gelatine (Golddruck) wurde in dest. Wasser I Tag gewaschen, bei 
70 —80° gelést und auf 50 cem mit Wasser verdiinnt. Die Titration wurde 
mit reinem Aceton ausgefiihrt. Zu 5,0 cem der untersuchten Gelatinelésung 
wurde unter stetigem Umschwenken tropfenweise bis zur beginnenden 
Triibung oder Opaleszenz Aceton zugesetzt. In den meisten Fallen ist es 
méglich, den Endpunkt sehr genau und gut reproduzierbar zu bestimmen. 

Verwendet man aber statt Aceton als Fallungsmittel Methyl- ode: 
Aethylalkohol, so sind die Endpunkte viel unscharfer, da die Austlockung 
sehr stetig langsam fortschieitet. 

Die Viskositaétsmessungen wurden mit dem Ostwaldschen Viskosimeter. 
das eine Wasserzahl von 79,8 Sekunden hatte, bei 25° im Thermostaten aus 
gefiihrt. In der Regel wurden nur verdiinnte 0,06- bis 1,0 °,ige Gelatin 
lésungen gemessen. 

In Tabelle [ und Abb. 1 sind die Ergebnisse der Fallungstitration 
fiir verschiedene Abbauprodukte der Gelatine zusammengestellt. Wie 
schon angedeutet wurde, stellen die y*-Werte das Verhiltnis zwischen 
dem Titrationswert (vcem) und dem Gesamtvolumen (v -}- 5.0) am 
Triibungspunkt dar, also 

eee ; 
, v +- 5.0 

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, daB die Fallbarkeit tatsaichlich um 
gekehrt proportional dem Molekulargewicht wachst. Als Vergleichs 
substanzen mit bekanntem Molekulargewicht wurden G!ykckoll 
Glycyl-glycin und Gelatine selbst genommen. Die Fillbarkeitspunkte 
dieser drei Substanzen liegen tatsachlich auf einer Geraden. Die Mole 
kulargewichte der Abbauprodukte kann man nun am einfachsten mittels 
dieser Geraden graphisch ermitteln. Selbstverstandlich sind die Koeffi 


Tabelle I. 
Abhingigkeit der Fallbarkeit (y*) vom Molekulargewicht. 


(Die titrierten Lésungen enthielten NaCl 0,25 Mol im Liter). ¢, * 0.3%... 





Substanz v ecm iad M log M 
GiykOKO! ©. ....... 19,50 0,796 75 1.875 
Glycil-glycin ...... 15,50 0,757 132 2,120 
Abbauprodukt Nr. 4 11S 0,692 ~ 500 (~~ 310) 2,70 (2,50) 

* ca 8.65 0,634 ~ 1700 ( 800) 3,25 (2,90) 

* ‘on 5,72 0,533 ~ 15000 ( 3600) 4,20 (3,56) 

a oe 4,95 0,497 ~ 35000 ( 6300) $55 (3,80) 
Gelatine .......... 4,25 0,460 70000 (10000) 4,84 (4,00) 


* 6. Konzentration der zur Titration verwendeten Lésung. 
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zienten a, und /,, d.h. die Lage der Geraden, von der Auswahl det 
Vergleichssubstanzen abhangig. Da aber Gelatine zum gréBten Teil 
aus Glykokollradikalen aufgebaut ist, so ist die Wahl von Glykokol| 
und Glycyl-glycin berechtigt. Auf Grund der Arbeiten von Abderhalden 
und Heumann! kann man voraussagen, das die Tri- und Tetrapeptide 

des Glykokolls noch leichter als Glycyl- 

glycin fallbar sein werden, da die Lés 


\ | lichkeit dieser Stoffe mit der Lange det 
. Peptidkette fallt. Etwas strittig ist 
AN noch die Frage iiber das Molekular 
YA gewicht der Gelatine selbst. Nach 
ne | Krishnamurti und Svedberg2 ist M der 

: Win Gelatine bei pu = 4,0 zwischen 10000 

2 NL und 70000. Nach chemischen Bestim- 


\ ue mungen’ wurde W zu lO0000--11000 
\, berechnet. Die héchste Zah! paBt auf 

die Gerade besser als die niedrigste. 

Da die Gelatinesole polydispers sind 

und die gréberen Teilchen leichter aus- 

gefallt werden als die kleineren, so 

wird es auch richtiger sein, den ge- 


fundenen y*-Wert 0,460 auf die Frak 


' 2 7 ¢ j , tion mit M -- 70000 zu beziehen4. 
iit Bc : ‘ 
log M Die Molekulargewichte der Abbau- 


Abb. 1 Abhangigkeit der Fiallbarkeit 
vom Molekulargewicht ’ : é 
o = Fillbarkeitspunkte fiir die Abbau- graphischermittelt. Selbstverstindlich 


produkte wurden mittels dieser Geraden 


ast ce gee pa oe haben diese Zahlen keinen groBen An- 
Gerade 1 = M der Gelatine, angenommen spruch auf Genauigkeit, doch kann 
zu 10000. : + ; : . ’ 
frerade 2 = M der Gelatine, angenommen man sich so iiber die Abbaustufe seht 
mu 70.000 gut orientieren, 


Abbauprodukt Nr. | wurde erhalten, indem man eine Gelatinelésung 
3 Tage bei 25° stehenlieB, wobei die Gelatine durch Faulnis teilweise zer- 
setzt wurde. Abbauprodukt Nr. 2 wurde durch 30 Minuten langes E1 
warmen einer Gelatinel6sung mit 0,3 n NaOH auf 40° dargestellt, Abbau 


' BE. Abderhalden u. J. Heumann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 63, 1945, 
i930. Vgl. auch C. Ll, A. Schmidt, The Chemistry of the Amino Acids 
and Proteins, 1938, besonders S. 902—906: E.J.Cohn, Chem. Rev. 19. 


241, 1986. — ? K. Krishnamurti u. The Svedberg, J. Amer. Chem. Soc. 52. 
2897, 1930. ® Cohn, Hendry u. Prentiss, J. of biol. Chem. 68, 746, 1925. 


1 Ein M von 10000 —70000 hat Gelatine in salzhaltigen Lésungen (nach 
Krishnamurti u. Svedberg, 1. c.); auch der y*-Wert von 0,460 wurde durch 
Titration einer salzhaltigen Lésung gefunden. Titriert man rein wasserige 
Losungen, so erhalt man kleinere y*-Werte (vgl. im Text weiter unten), 
also gréBere M-Werte. 
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produkt Nr. 3 durch 30 Minuten langes Erwarmen mit 0,3n NaOH auf 
65°, und Nr. 4 durch Abbau mit 0,3n NaOH wahrend 60 Minuten bei 
90°. Die Lésungen wurden nachher genau neutralisiert und auf ein be- 
stimmtes Volumen verdiinnt. 

In den Tabellen IL—VIII und Abb, 2—4 sieht man die Abhangig- 
keit zwischen Fallbarkeit und Konzentration. In Tabelle Il und Abb. 2 


Tabelle I]. Abhangigkeit der Fallbarkeit von der Konzentration 
am Triibungspunkt (¢,) in Gegenwart von NaCl 0,25 Mol im Liter 





auf ¢, 10% Substanz. 
5,0 
“pas % 
Substanz Ca in % y* Cy % "sp 
1,00 0,448 0,547 0,602 
| 0,50 0,444 0,278 0,328 
SES Sop ee ear ed eee 0,25 0,422 0,143 0,195 
| 0,125 0,419 0,072 0,092 
0,06 0,415 0,037 0,050 
| 1,00 0,533 0,467 0,119 
Abbauprodukt, durch Abbau mit 0,50 0,544 0,228 
NaOH gewonnen | 0,25 0,564 0,109 
0,125 0,580 0,052 
1,00 0,450 0,549 0,362 
Abbauprodukt, durch Abbau mit | 0,50 0,457 0,271 
HCI gewonnen | 0,25 0,470 0,132 
0,125 0,485 0,064 


sind die Resultate der Fallungstitration von nicht abgebauter Gelatine 
und von zwei Abbauprodukten zusammengestellt. Die letzten wurden 
durch 30 Minuten langes Er- 





warmen mit 0,3n NaOH oder ee, es | 
‘e 

0.3n HCl auf 40° hergestellt. 9 fe 

5 35 ey: tr? | 
Die Lésungen wurden nachher i 
neutralisiert und entsprechend — 4¢ _—j 
verdiinnt. Man sieht, daB die 
Lagen der Geraden sich stark  |,9? | 
aindern, was auf langgestreckte | 
; vs G2} 
Form der in der Lésung be- | 
findlichen Teilchen hindeutet ?. al 


Es ist aber auch ersichtlich, daB 


| 


die Teilchenform mit dem Ab- 


co 


as aay 20 288 3 35 
' Vel. O. Gerngross, O. Tri- log Cy-10°—= 
angi u. P. Koeppe, Ber. deutsch. Abb. 2. Abhangigkeit der Piillbarkeit von der 
' Konzentration. 
. > ‘ we (2) , . o > 
: he m. Ges. 68, 1603, 1930; I. fi 1 und 2 Abbauprodukte der Gelatine 
Katz u. O.Gerngross, Kolloid- (mit NaCl. 
Zeitschr. 39, 180, 1926. 3 Gelatine (mit NaCl). 


Biochemische Zeitschrift Band 310. 99 
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bau sich andert und daB die Teilchen der Abbauprodukte starker 


kugelférmig sind als die Gelatineteilchen, da die Geraden der Abbau- 
produkte fast parallel sind. Auch die geringe spezifische Viskositit 
(“sp = Nr — 1) der Abbauprodukte zeigt, daB die Teilchen derselben 
nicht sehr langgestreckt sind. »,, fiir eine 1%ige Lésung des Ab- 
bauprodukts, das durch Hydrolyse mit NaOH erhalten wurde, ist nur 
0,119, 7, des mit HCl gewonnenen 0,362, wahrend »,, der 1°%igen 
Gelatinelésung 0,602 betriagt. 

Einen groBen EinfluB auf die y*-Werte sowie auf die Lagen der 
Geraden haben Neutralsalze, wie z.B. NaCl, CaCl, und KJ. Diese 
Ergebnisse sind aus den Tabellen ITJ—V und Abb. 3 zu ersehen. Auch 
aus diesen Resultaten diirfen wir schlieBen, da die Teilchen mehr cder 
weniger langgestreckte Form haben, was auch die Viskositatsmessungen 


Tabelle I. Abhangigkeit der Fallbarkeit von der Konzentration 
am Triibungspunkt (c,) in Abwesenheit und Gegenwart von NaCl. 





Grundlésung Ca in % y* Cr "ep 

2,00 0,367 1,276 
1,09 0,375 0.625 0,576 
; : Aa CIRRR ES 0,50 0,390 0,304 0.387 
Reine 2 %ige Gelatinelésung ... ‘ 0°95 0,418 0.146 0,285 
0,125 0,430 0,071 0,165 
0,06 0,459 0,0338 0,100 
1,00 0,398 0,602 0,641 
10 cem 2 %ige Gelatinelésung | 0,50 0,405 0,297 0,320 
+- 0,5 cem In NaCl 0,25 0,418 0,145 0,173 
49,5 com H,0 | 0.12 0,428 © 0,071 0,103 
0,06 0,432 0,035 0,055 

| 1,00 0,495 0,505 
90/3 hscidiein a ee 0,50 0,478 0,261 0,321 
10 cem syne ae 0,25 0,468 0.138 0.1 8 
cada tial | 0,12 0,456 0,068 0,094 
0,06 0,442 0,034 0,049 


Tabelle IV. Abhangigkeit der 

Fallbarkeit von der Konzen- Tabelle V. Abhangigkeit der 
tration (¢,) in Gegenwart von Fiallbarkeit von ce, in Gegen- 
CaCl, 0,25 Mol im Liter der wart von KJ 0,25 Mol im Liter 





Grundlésung. der Grundlésung. 
at | 

by v ccm ¥™ Ct "ep me v ecm y* Cy "ep 
100 | 5,08 | 0,504 | 0,497 1,00 > 4,27 | 0,460 | 0.540 
0,50 | 4,95 | 0,497 0,252 0,385 0,50 3,€8 | 0,437 | 0,282 | 0,294 
0,25 4,90 | 0,495 | 0,126 0,205 0,25 3,55 | 0,415 0,'46 | 1,1'8 
0,12 4,85 0,493 0,063 0,111 0,12 3,40 0,402 0,074 0,095 
0,06 4,77 0,488 0,032 0,053 0,06 ~ 3,40 0,402 0,037 0,044 
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bestatigen!. 


Merkwiirdig sind die Erniedrigung der y*-Werte mit 


wachsender Verdiinnung, sowie die verhaltnismaBig groBen y*-Werte. 
[st die Salzkonzentration klein, so zeigt die Gerade noch einen normalen 


Verlauf, bei groBer Salzkonzen- 
tration dagegen kann die Fall- 
barkeit unabhangig von c; sein, 
oder sogar proportional dem 
log c, anwachsen. 

Die verhaltnismaBig hohen 
Werte der Fallbarkeit in Gegen- 
wart von Salzen zeigen, dah 
auch unter dem Einflu8 dieser 
letzteren eine Desaggregierung 
der Gelatineteilchen stattfindet. 

In den Tabellen VI—VII 
und Abb. 4 sind die Fallbar- 
keitspunkte (in Abhangigkeit 
von c) der Gelatinelésungen, 
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a O5 40 45 20 25 30 5 
log CE: 1 - 
Abb. 3. Abhbingigkeit der Fillbarkeit von det 
Konzentration. 





, ne yeringe Mengen Salz- 1 = Reine Gelatine. 
wen de — oe —o Me nge . uz 2 = Gelatine + NaCl 0,025 n(in Grundlésung). 
siure oder Natriumhydroxyd 3 = Gelatine + NaCl 1,0n (in Grundlésung). 
Tabelle VI. Abhangigkeit der Fallbarkeit (y*) von c, EinfluB 
kleiner HCl-Konzentrationen. 
5,0 
= *“C.. 
" 60+4v 4 
Grundlésung v cem de ad “Vsp Sq in % 
2,45 0,329 0,671 1,00 
10 com 2%ige Gelatine- | 2,73 0,353 0,323 0,282 0,50 
lésung +-0,5cem 0,01n HCl 3,02 0,377 0,156 0,260 0,25 
+9,5ccem H,O | 3,40 0,405 0.074 0.190 0.12 
3,70 0,425 0,036 0,103 0,06 
9 3( 0,315 0,686 1,00 
10 com 2% ige Gelatine- | 2,35 0,320 0,340 0,283 0,50 
lésung + 1,0cem 0,01n HCl. 2,45 0,329 0,168 0,203 0 25 
+9,0cem H,O | 2,57 0,340 0,082 0,132 0,12 
3,05 0,378 0,039 0,06 
2.90 0,367 0,633 0,415 1,00 
10 cem 2°%ige Gelatine- | 2,85 0,363 0,318 0,216 0,50 
lésung + 2,.0cem 0.01n HCl 2,72 0,353 0,162 0,109 0,25 
+ 8.0cem H,O 2,76 0,354 0,080 0,053 0,12 
2,51 0,334 0.041 0,032 0,06 


' Vgl. z. B. H. Staudinger, Organische Kolloidchemie, 1940; R. Eisen- 
schiitz, Zeitschr. f. phys. Chem. 158, 78, 1931; A. Polson, Kolloidzeitschr. 88, 
51, 1939; G. Ettisch u. G. V. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931; Wo. Pauli 
u. BE. Valké, Kolloidchemie der EiweiBkérper, 1933. 
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zugesetzt wurden, dargestellt. Bei sehr kleiner Saurekonzentration 
sind die y*-Werte kleiner, was mit einer Erniedrigung des Dispersitits- 
grades im Zusammenhang steht. Da auch die Viskositaét herabgesetzt 

wird, so kann man schlieBen, da’ 





45. * shy 3 : 
‘a die Teilchen nicht linear, sondern 
7 i . . 
ié | irgendwie anders, z. B. parallel 
Og) + + } 
Ses ce ee | der Langsachse, sich zusammen- 
4 g3| att SK] lagern. Die Lage der Geraden 


(Abb. 4) spricht fiir eine lang- 

a2 | gestreckte Form der Teilchen, 
/ was auch mit den Viskositits- 

57 messungen im Einklang steht. 
2g Die Dissymmetrie ist im Falle 

0 05 40 45 300 45 0 85 der grobdispersen Teilchen aber 


log G- 702» 





kleiner als bei der nativen 


Abb. 4. Abhiangigkeit der Fiallbarkeit von der ~ P 
aif >» 
Konzentration Gelatine. 
Gelatine mi Cl (0,5 cem 0,0 Clz = : : ts 

ee ee — Wird die [H‘] noch mehr erhéht 

locem 2 °iger Gelatinelésung) ESE : 
2 = Gelatine mit HCl (2,0 cem 0,01n HCl zu (PH 2—3), so kann man die 

10. cem 2% iger Gelatineldsung). Losungen nicht mehr gut titrieren, 


weil die Opaleszenz sehr stetig 
hervortritt. Die Endpunkte sind unschart, die y*-Werte groB. Das steht 
im Einklang mit dem Befund von Krishnamurti und Svedberg (I. c. 8) 
daB bei py 2,5 Gelatine in nicht zentrifugierbare Abbauprodukte zer 
fallt. Man kann aber auch schlieBen, daB dieser Zerfall zum Teil umkehrbar 
ist, da nach Neutralisierung des Saureiiberschusses wieder normale Titrations- 
werte zu erhalten sind (vgl. Tabelle IT). 

Die Wirkung kleiner Laugekonzentrationen ist aus Tabelle VII 
ersichtlich. Die y*-Werte sind groB, auch die Viskositat, die Endpunkte 
bei der Titration unscharf. Aus allen diesen Tatsachen kann man 
schlieBen, da unter dem EinfluB von 0,000 25—0,001 n NaOH (Kon- 
zentration im Gemisch) die Gelatineteilchen parallel der Langsachse in 


Tabelle VII. Abhangigkeit der Fallbarkeit (y*) von «|. Einflub 
kleiner NaOH-Konzentrationen. 





Grundlésung v cem ¥F C "ep Cc, in® 

3,68 0,424 0,576 1,00 

10 cem 2°,ige Gelatine- | 4,01 0,445 0,278 0,455 0,50 
lésung 0 ecem 0,01n 4,70 0,485 0,129 0,310 0,25 
NaOH + 9,5cem H,O | 5,25 0,512 0,061 0,194 0,12 
~ 6.5 0,565 0,027 O17 0,06 

~ 4,1 0,45 0,55 1,00 

10 com 2%ige Ge latine- | rm 4,6 0,48 0,26 0.591 0.50 
lésung + 1 0 cem 0,01 n ~ 54 0,52 0,12 0,390 0,25 
NaOH + 9,0cem H,O | ~ 6,1 0,55 0,05 0,240 0,12 
~ 8,0 0,61 0,02 0,132 0,06 
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kleinere, fadenférmige Bruchstiicke zerfallen. Das sehr stetige Auf- 
treten der Opaleszenz weist darauf hin, daB die Lésung polydispers ist 
In manchen Fallen wurde sogar festgestellt, da nach einer sehr 
schwachen vorlaufigen Triibung durch weitere Zugabe von Aceton 
(oder Alkohol) die Gemische wieder klarer wurden und nur durch sehr 
grobe Mengen des Fallungsmittels Fallung erzielt werden konnte!. 
Das bedeutet, daB zuerst eine grobdisperse Fraktion ausfallt und nur 
bei Zugabe von gréBeren Mengen des Fallungsmittels die hochdispersen 
Anteile folgen. 

Da der Zusatz von Lauge oder Saure einen so groben Einflu8 hat, 
so war es auch sehr wichtig zu entscheiden, wie stark dieser Faktor 
die Fallbarkeit der Abbauprodukte von Gemischen mit NaCl beeinfluBt, 
da ja die Abbauprodukte aus neutralisierten Lésungen ausgefallt 
wurden. Um diese Frage zu entscheiden, wurden Lésungen der Gelatine 
sowie einiger Abbauprodukte mit NaCl und kleinen Mengen von 0,01 n 
HCl oder 0,01 n NaOH versetzt und die Gemische mit Aceton titriert. 
Eine dieser Versuchsreihen ist in Tabelle VIII angefiihrt. Es wurde so 
die merkwiirdige Tatsache festgestellt, da bei Vorliegen einer groben 
Salzkonzentration kleine Mengen von Lauge (oder auch Saéure. wie in 
einer anderen, hier nicht wiedergegebenen Versuchsreihe beobachtet 
wurde) keinen nennenswerten EinfluB auf die Fallbarkeit haben. Bei 
einem Abbauprodukt der Gelatine wurde sogar festgestellt, da die 
Zugabe von einigen Tropfen 0.ln NaOH zu 5,0 cem der titrierten 
Lésung (mit NaCl 0,25 Mol im Liter) den v-Wert nur von 10.05 auf 11,17 
erhohte. 

Tabelle VIIL. Abhangigkeit der Fallbarkeit (y*) von ef. Grund- 
ldsung: l0cem 2%ige Gelatine + 1,0cem 0,0ln NaOH + 5,0 cem 
In NaCl + 4,0 cem H,0O. 





» y* Cy "ep Ca in % 
4,02 0,446 0,554 1,00 
3,95 0,442 0,279 0,333 0,50 
3,78 0,432 0,142 0,188 0,25 
3,75 0.428 0,071 0,100 0,12 


Zusammenfassung. 


Lésungen von Gelatine sowie von deren Abbauprodukten wurden 
mit Aceton bis zur beginnenden Triibung titriert. Dabei wurde fest- 
gestellt, daB die zur Ausfallung nétigen Acetonmengen |. von der 
TeilchengréBe, 2. von der Konzentration der Gelatine oder der Abbau- 
produkte und 3. von der Gegenwart von Saure, Lauge oder Salzen 
abhangen. 


1 Br. Jirgensons, diese Zeitschr. 268, 406, 1934. 
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1. Die zur Ausfillung nétige Menge des Acetons, bei konstanter 
Konzentration der faillbaren Substanz, ist umgekehrt proportional der 
TeilchengréBe oder dem Molekulargewicht. 

2. Eine lineare Abhangigkeit besteht auch zwischen Fillbarkeit 
und dem Logarithmus der Konzentration von Gelatine oder deren 
Abbauprodukten. Die Geraden sind meistens nicht parallel, was auf 
eine langgestreckte Form der in den Lésungen befindlichen Teilchen 
hindeutet. 

3. Unter dem EinfluB von ganz kleinen Sauremengen erfolgt 
Aggregierung, wobei die Viskositaét fallt; dabei ist die Fallung durch 
kleinere Acetonmengen erreichbar. GréBere Saurekonzentrationen 
dagegen rufen eine Desaggregierung hervor. Ein Zerfall in kleinere 
Bruchstiicke erfolgt auch unter Einflu8 von kleinen Laugekonzentra- 
tionen oder unter Einwirkung von Neutralsalzen, wobei fiir die Fallung 
mehr Aceton nétig ist als fiir reine Gelatinelésungen. Aus den Viskositats- 
messungen sowie aus der Lage der Geraden, die den Zusammenhang 
zwischen Fallbarkeit und Konzentration kennzeichnen, wurde die 
SchluBfolgerung gezogen, daB die Desaggregierungsprodukte lang- 
gestreckte Molekiile haben. 

Aus diesen Ergebnissen kann man noch schlieSen, da die in den 
Lésungen befindlichen Gelatineteilchen nicht echte Makromolekiile, 


sondern langgestreckte Micellen sind, die leicht in der Richtung der 


Langsachse zerfallen. 


Dem Direktor der Kolloidchemischen Abteilung, Herrn Prof. Dr. 
A. Janek, danke ich fiir das groBe Entgegenkommen, das er mir wiaihrend 
der Ausfiihrung dieser Arbeit zeigte. 
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Synthetische Leistungen des Keimlings. 
II. Mitteilung: 


Zur Frage der Bildung der Carotinoide und des Chlorophylls 
in etiolierten Weizenkeimlingen. 
Von 
H. K. Barrenseheen, Johannes Pany und Erika Srb. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 24, September 1941.) 


In der ersten Mitteilung dieser Reihe! konnte die enorme Zunahme 
der Ascorbinsiure und der Carotinoide wahrend der Keimung von 
Weizen gezeigt werden. Gleichzeitig konnten wir nachweisen, daB schon 
kurzdauernde Belichtung einen sehr erheblichen Anstieg des Chloro- 
phylls zur Folge hat, dem eine Vermehrung des Carotins parallel geht. 
Die nachstehenden Untersuchungen hatten zum Ziele, eventuelle 
Vorstufen der Synthese dieser biologisch so interessanten Kérper auf- 
zufinden. Ascorbinsiure und Carotinoide spielen zweifellos eine Rolle 
bei der Zellatmung, auf Zusammenhinge zwischen dem Chlorophyll 
und dem Carotin ist bereits von Kuler und Hellstrém (1) hingewiesen 
worden. 

Die Ascorbinséiure haben wir von vornherein aus dem Bereich 
unserer Untersuchungen ausgeschaltet. Uber die Quelle der Ascorbin- 
siurebi'dung liegen eine Reihe von Untersuchungen vor [Hermann und 
Fodor (2), Bernhauer, Gérlich und Kécher (3), Ray (4), Berencsi und 
Illényt (5)|, nach denen die verschiedenen Kohlenhydrate, wie Glucose, 
Mannose, Galactose, Fructose, Sorbose, Lactose, Saccharose, Sorbit. 
Inosit, Xylose, aber auch G'ycerin, als Vorstufe der Ascorbinsiure in 
Frage kommen. Bei dem ungeheuren Uberwiegen der Kohlenhydrate 
in der Masse der Reservestoffe des Weizenkeimlings schien es von 
vornherein aussichtslos, hier eindeutige Ergebnisse erhalten zu kénnen. 

Mehr Aussicht auf Erfolg versp ach die Verfolgung des Problems 
der Carotinoide. Wenn auch die absolute Menge der Carotinoide, die 
bei der Keimung gebi'det werden, eine minimale ist, so ist auf der 
anderen Seite doch wieder in dem typischen Aufbau aus lsoprenresten 
eine Méglichkeit gegeben, diesem Problem nachzugehen. 


1. Die mégliche Bildung des Carotinoid- und Porphingeriistes 
aus EiweiBbausteinen. 
Wenn man die verschiedenen Bausteine der Zelle auf die Méglich- 
keit, Isoprenketten zu bilden, durckmustert, so sind es eigentlich nur 


1 H. K. Barrenscheen, J. Panyu. E, Srb, diese Zeitschr. 310, 285, 1941. 
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zwei Aminosauren, in welchen der Isopropylrest vorgebildet ist: Valin 
und Leucin. Valin diirfte nach allen biochemischen Erfahrungen aus- 
scheiden, wohl aber kénnte das Leucin als Vorstufe des Isoprens in 
Betracht gezogen werden. Auf dem Wege der oxydativen Desami- 
nierung und Decarboxylierung kénnte tiber die Iminosdure und Keto- 
saure zunachst der Isovaleraldehyd entstehen. Durch Aldolkonden- 
sation und nachfolgende Abspaltung der Elemente des Wassers und 
weitere Dehydrierung kénnten so beliebig lange Ketten aus Isopren- 
resten entstehen, die ihrerseits wieder zu Carotinoiden bzw. Sterinen 
umgebaut werden kénnen. Auch fiir das Phytol kame eine solche 
Bildung aus Leucinresten in Frage. Von Evler wird auch ein Zusammen- 
hang zwischen Carotinoiden und dem Porphinring, in dem sich ja gleich- 
falls ein System konjugierter Doppelbindungen findet, diskutiert und 
auf die Méglichkeit des Uberganges von Carotinoiden zu den Por- 
phyrinen durch Derivate der salpetrigen Saiure und Hydroxamsaure 
hingewiesen. 

Neben dieser Eulerschen Hypothese, welche eine Verkniipfung des 
Aufbaues der Carotinoide und des Chlorophylls erwagt, kamen als Vorstufen 
fiir das Pyrrolgeriist des Chlorophylls auch andere EiweiBbausteine in 
Frage. Hier ist zundchst einmal an das Tryptophan zu erinnern, in dessen 
Indolkern ja der Pyrrolring praéformiert ist und das durch Aufspaltung des 
Benzolringes in verschieden substituierte Pyrrole iibergehen kénnte. Ein 
Ubergang des Alaninrestes in den Propionséurerest durch reduktive Des- 
aminierung liegt ebenfalls im Bereich der biochemischen Méglichkeiten 

Als weitere Méglichkeit, den Pyrrolkern zum Aufbau des Chlorophyll 
geriistes zu liefern, kamen das namentlich in pflanzlichen EiweiSkérpern 
reichlich vertretene Prolin und Oxyprolin in Frage, welche durch De- 
hydrierung in Pyrrol iibergehen kénnten. Ebenso wire an die Glutamin- 
siure zu denken, die gleichfalls im pflanzlichen EiweiB reichlich vertreten 
ist und fiir die der Ringschlu8B zur Pyrrolidoncarbonsaéure und weiterhin 
der Ubergang in Pyrrol durchaus im Bereich der biologischen Méglich- 
keiten liegt. 

Diese theoretischen Uberlegungen waren zundchst einmal Anla&. 
das Verhalten des EiweiBes bzw. das Verhalten einzelner Stickstoff- 
fraktionen wahrend der Keimung im Dunkeln und unter Belichtung 
zu untersuchen. Durch die grundlegenden Arbeiten von Prianisch- 
nikow (6), die weiterhin durchaus bestatigt wurden, wissen wir, daB bei 
der Keimung im Dunkeln rund 2), bis 4/; der Gesamtmenge des EiweiBes 
gespalten werden. Diese an Leguminosen (Vicia sativa, Phaseolus 
multiflorus, Lupinus luteus) gewonnenen Ergebnisse lassen sich auch 
am Weizenkorn bestatigen. Der zu den Versuchen verwendete Weizen 
(Sorte Ritzelhofer) ergab einen N-Gehalt entsprechend 23,51 mg N fiir 
| g absolut trockenes Samenmaterial. Nach siebentagiger Keimung im 
Dunkeln wurde fiir die Gesamtpflanze ein léslicher Stickstoffgehalt von 
17,3 mg/g gefunden, das sind 73,6° des urspriinglichen Stickstoffs. 
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Die Hauptmenge des aus dem EiweiB mobilisierten Stickstoffs wandert 
dabei in die Keimlinge. In 1 g trockener Keimlinge fanden sich 26,6 mg 
léslicher Stickstoff. Wie gewaltig diese Verschiebung des Stickstoffs in 


den Keimling ist, geht daraus hervor, daB die Keimlinge nur rund 44,7", 
des Gesamtgewichts der Pflanze ausmachen. 

Bei unseren Untersuchungen wurde, entsprechend diesen Befunden, 
nur der N-Gehalt der Keimlinge bestimmt, und zwar wurde Ammoniak-N 
nach Parnas (7) in dem von Barrenscheen (8) modifizierten Apparat, 
der Saureamid-N nach Schwab (9) und der Aminosdure-N nach der 
kolorimetrischen Methode von Folin (10) ermittelt. 

Dunkelversuche ergaben tibereinstimmend, dai mit zunehmender 
Dauer der Keimung in erster Linie der Ammoniak-N ansteigt. Der 
Saureamid-N und der Aminosaure-N bleiben, wenn man die auf trockenes 
Material bezogenen Werte in Betracht zieht, praktisch konstant. In 
den Versuchen, in denen die Beziehung auf feuchtes Material gewahit 
wurde, ergeben sich fiir den Aminosadure-N gréBere Schwankungen. 


Tabelle I. N-Bilanz wahrend der Keimung, berechnet fiir lg 
trockenes Material. 





Sorte ee NH;-N amid: saures Carotin | Xanthophyll 
in Tagen mg/g mgig | mg/g reo ylg 
Ritzelhofer . . . 4 0,393 0,625 3,536 80 73 
on a 5 0,557 0,615 3,565 94 89 
a vs 6 0,722 0,643 3,558 115 102 
pa Secs 7 1,204 0,634 3,549 151 107 


Tabelle IT. N-Bilanz waihrend der Keimung, berechnet fiir l0g 
feuchte Keimlinge. 





eesti Keimungsdauer NH;-N Siureamid-N Aminosfure-N 
in Tagen mg mg mg 
Dickkopf ............ 3 0,182 0,718 1,452 
FEA Feet 4 0,320 0,727 3,410 
Ber ee cre an ee 5 0,562 0,757 2,962 
Ocenia a Sie, ates Ur gig 6 1,250 0,713 3,059 
10 2,468 0.801 2.865 


Belichtet man nun derartige Keimlinge (in den Versuchen wurden 
durchwegs 7 Tage alte Pflinzchen verwendet), so zeigt sich, daf mit 
dem Ansteigen des Carotins und des Chlorophylls auch die Ammoniak- 
werte in den Pflanzen gewaltig ansteigen, und zwar betragt die Zunahme 
des Ammoniaks in den einzelnen Versuchen 62,7—84.8°,. 

Das Parallelgehen der Ammoniakwerte mit den Carotin- und 
Chlorophyllwerten kénnte dahin gedeutet werden, daB fiir den Aufbau 
dieser Stoffe aus dem Abbau der Aminosauren stammende Bruchstiicke 
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Tabelle Ill. N-Bilanz der Keimlinge bei Belichtung, berechnet 
fiir 1g trockenes Material (Ritzelhofer). 





Ver- Dauer der Ammo- Siure- Amino- : 3 Xantho- ; 
such Belichtung  _—sniak-N amid-N siure-N Carotin phyll Chlorophyll 
Nr. in Std. mg/g mg/g mg/g yig yig yl 
0 1,179 0,707 3,002 130 108 0 
I 5 1,616 0,707 2,995 153 110 150 
7 1,985 0,695 2,992 177 111 356 
{ 0 0,921 0,593 2,887 121 94 0 
IT ; 5 1,377 0,593 2,909 | 150 101 150 
{ q 1,702 0.584 2.891 168 100 367 
0 1,285 0,629 2,969 147 97 0 
Ill } 5 1,736 0,611 2,975 168 104 148 
| 7 2090 0,607 2.992 187 102 352 
0) 1,296 0,681 2,928 | 154 118 0 
IV 5 1,870 0,695 2,955 183 113 162 
| 7 2908 0,658 2,931 200 115 330 


verwendet werden. Wenn die eingangs ausgesprochene Vermutung iiber 
die eventuelle Bedeutung des Leucins fiir den Aufbau des Carotinoid- 
und Phytolgeriistes herangezogen wird, so ware zundchst die Frage zu 
erértern, ob die vorhandenen Leucinwerte fiir den Aufbau dieser Stoffe 
hinreichen. Nach den Angaben von Osborne und Clapp (11) betragt 
der Leucingehalt im Glutenin 5,95°, nach Osborne, Clapp und Abder- 
halden (12) im Gliadin des Weizens 6,62°%,. Das sind Werte, die ohne 
weiteres ausreichen wiirden, um die Synthese einer weit hdheren Menge 
von Carotin und Phytol, als sie in unseren Versuchen gefunden wurden. 
zu decken. Ein Beweis fiir die Stichhaltigkeit der Annakme, daB Leucin 
fiir den Aufbau der Carotinoide und eventuell des Phytols verantwortlich 
ist, ist aus diesen Versuchen selbstverstandlich nicht zu ziehen. 

Es wurde daher versucht, diese Frage direkt auf Grund von Leucin- 
bestimmungen zu entscheiden. Theoretisch miiBte Leucin bei der 
Oxydation in saurem Medium Aceton ergeben und es wurde daher eine 
Xeihe von Versuchen unternommen, auf diese Weise eine quantitative 
Bestimmung des Leucins in k'einen Mengen auszuarbeiten. Die Ver- 
suche, bei denen zunaichst das Beckmannsche Chromsaduregemisch, 
spater Permanganat in 20°,iger Schwefelsiure als Oxydationsmittel 
verwendet wurden, ergaben nun fiir Mengen von Leucin um 1 mg 
herum durchaus schwankende Resultate. In einzelnen Versuchen ist 
es wohl gelungen, Ausbeuten an Aceton zu erzielen, welche nahe an die 
Theorie herankamen, andere Versuche gaben jedoch derartige Ab- 
weichungen, da die Untersuchungen abgebrochen wurden. Nach 
AbschluB der eigenen Untersuchungen erschien eine Arbeit von Fro- 
mageot (13), die eine Leucin- und Valinbestimmung auf gleicher Basis 
beschreibt. Nachpriifung der Fromageotschen Methode, die mit ver- 
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schiedenen Faktoren fiir Leucin und Valin arbeitet, ergaben keine 
brauchbaren Werte, so da® von einer direkten Beantwortung der 
Frage Abstand genommen wurde. 

Auch fiir die Frage der Bildung des Pyrrolringes aus eventuellen 
EiweiBbausteinen liefern die vorliegenden Untersuchungen kein 
schliissiges Material. Die bei der Belichtung auftretende enorme Ab- 
spaltung von Ammoniak verdeckt hier alle iibrigen Prozesse. Einer 
Zunahme des Chlorophylls auf rund 350 y pro g Trockengewicht stehen 
Zunakmen des Ammoniaks gegeniiber, welche rund 900 y betragen, so 
daB die eventuell fiir den Aufbau der Pyrollkerne in Frage kommenden 
Stickstoffmengen hier iiberhaupt nicht in Erscheinung treten kénnen. 
Eine Entscheidung dieser Frage aus derartigen Bi'anzversuchen des 
Stickstoffs ]laBt sich also nicht ziehen. Hier kénnte nur der an grofben 
Materialmengen durchzufiihrende Versuch der Fassung von Zwischen- 
produkten eine Entscheidung herbeifiihren. Fiir derartige Versuche 
bestanden jedoch nicht die materiellen Méglichkeiten. Die wahrend 
der Belichtung und Bi!dung des Chlorophylls festgestellte Zunahme des 
Ammoniak-N bei gleichbleibenden Werten fiir den Aminoséure-N und 
den Saiureamid-N deutet darauf hin, daf unter dem Roiz der Belichtung 
ein weiterer Einstrom von mobilisiertem EiweiB in den Keim!ing erfo'gt. 
und J4Bt den SchluB zu, daB auch fiir den Aufbau des Chlorophylls 
Abbaustufen des Aminosaurereststoffwechsels mit herangezogen werden. 


2. Die mégliche Bildung des Carotinoidgeriistes aus héheren Fettsiiuren. 


Fiir die Bildung der Carotinoide kime noch eine andere Méglichkeit 
in Frage. Das Geriist der Carotinoide lieBe sich auch von den héheren 
Fettsiuren ab'eiten, wenn man annimmt, daB die Paraffinkette der 
héheren Fettsiuren durch Dehydrierung in ein System konjugierter 
Doppe!bindungen iibergeht, das sekundir dann methyliert wird?. 

War diese Voraussetzung richtig, so mute sich wahrend der 
Keimung eine Zunahme der Doppelbindungen in den Benzinextrakten 
der Keimlinge nachweisen lassen, die parallel mit der Zunahme der 
Carotinoide gehen sollte. Auch bei der Belichtung muBte sich eine 
derartige Zunahme der Dcppelbindungen einwandfrei nachweisen lassen. 

Da die Methode von Hiihel und Wijs bei einem System konjugierter 
Doppelbindungen, wie es in diesem Falle zu erwarten war, versagt, 
wurde die von Pummerer und Mitarbeitern (14) fiir die Untersuchung 


1 Auch aus den Produkten des intermediéren Kohlenhydratstoff- 
wechsels lassen sich ungesattigte konjugierte Systeme ableiten. Acetaldehyd 
ist als Intermediarprodukt bei der Atmung der Pflanze sichergestellt. Durch 
eine fortlaufende Aldolkondensation und sekundare Abspaltung der Elemente 
des Wassers und weitere Dehydrierung kénnten so Butadienketten auf- 
gebaut werden, die weiter zu Isoprenresten methyliert werden. 
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der Carotinoide und des Kautschuks ausgearbeitete Chlor-Jodmethode 
auf die in Rede stehenden Extrakte angewendet. An sich zeigen diese 
Extrakte ein relativ hohes Jodbindungsvermégen. Die ,,Jodzahl* 
solcher Extrakte wurde zu 105,1 und 113,8 bestimmt. Da sich Extrakte 
verschiedener Keimungstage gewichtsmaBig praktisch nicht vonein 
ander unterscheiden, wurde im weiteren Verfolg nur die von dem 
Extrakt von 1g trockener Pflanzen gebundene Jodmenge angegeben. 
Wie Tabelle LV zeigt, bleiben die nach der Cl J-Methode gefundenen 
Werte fiir gebundenes Jod in den Benzinextrakten wahrend der Keimung 
relativ konstant. Die Ausschlige sind zumindest nicht einheitlich 
und lassen irgendwelche Schliisse nicht zu. 


Tabelle IV. Gesamtcarotinoidgehalt und Jodbindungsvermégen 
wihrend der Keimung, berechnet pro Gramm trockene Pflanze. 





~—_ Ges sarotinoide tel “nes 
Keimungsdauer yesamtcarotinoide Gebundenes Jod 


me ao |} | 
Ritsothoter ii ee. hes 3 64 44,81 
BS ae ak 4 98 41,85 
FAS a een gr PM SN 5 104 43,71 
Pe Ve eegrestnt pte 6 189 44,13 
desea lat. Yan 4 to RNS eR te 11 183 42,85 
FERUMOFONOT 5.55 vos ens ens 3 69 41,94 
es wae se Mas oikv ae OAR Ses 4 100 39,02 
Bist tae E oe pat ss vate, 5 111 39,44 
ps fete eamteneaienn 6 139 39,98 
gh a eke eee 7 152 40,92 
RARUIINE iiss are k bcs 4 80 40,72 
Saeed atone Sek See onde 5 100 40.04 
BSS AED AGKGh ceca ea gia OF 6 118 42,56 
Ura eaes ee ee POR a 9 136 38,31 
RAT Leek eRe Ss 10 169 37,04 


Auch die Belichtung ist auf das Jodbindungsvermégen solcher 
Extrakte ohne nennenswerten EinfluB. 


Einem Versuch, in dem sich eine geringfiigige Abnahme der Jod- 
werte ergab, stehen zwei Versuche gegeniiber, in denen eine gering- 
fiigige Zunahme bzw. ein Gleichbleiben der Werte nachweisbar ist: 
da sich bei der Belichtung die Menge des Extrakts nicht andert — vor 
der Belichtung 39,1 mg Extrakt pro g trockene Substanz, nach 8 Stunden 
Belichtung 38,9 mg —, so ist der SchluB gerechtfertigt, daB eine wesent- 
liche Zunahme der Doppelbindungen bei der Belichtung nicht statthat 
und daB die eventuelle Bildung der Carotinoide iiber die Dehydrierung 
von Fettsauren und die Bildung anderer ungesattigter Ketten in nennens- 
wertem Umfang nicht in Frage kommt. Um einen eventuellen EinfluB 
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Tabelle V. Gesamtcarotinoidgehalt und Jodbindungsvermégen 
bei Belichtung, berechnet pro Gramm trockene Pflanze. 





Gebundenes Jod 


Dauer der mis trockene Pflanze Gesamt- ( hlorophyll 

Sorte Belichtung satay a ages carotinoide yig trockene 
sig vor der nach der yig trockene | ‘ps... 
in Std. Chromato- Chromato- 5 Pflanze Pflanze 

graphie graphie 

Ritzelhofer ...... 0 37,00 135 0 
ig a an geen? 7 39,80 163 214 
Ritzelhofer ...... 0 39,90 38,86 157 0 
The rade par Rae 8 37,18 35,96 174 285 
Ritzelhofer ...... 0 39,46 36,44 151 0 
ee oat ee 8 40,04 36,56 189 303 


des Chlorophylls und seiner Vorstufen auf das Jodbindungsvermégen 
festzustellen, wurde in zwei Versuchen das Jodbindungsvermégen 
solcher Extrakte vor und nach der Chromatographie an Puderzucker, 
der das Chlorophyll und seine Vorstufen restlos adsorbiert, untersucht 
(siehe Versuche 2 und 3 der Tabelle V). In beiden Versuchen ergibt 
sich nach der Chromatographie eine deutliche Abnahme des Jod- 
bindungsvermégens, die aber die in anderen Versuchen beobachtete 
Streuung bei Parallelversuchen nicht tiberschreitet, so daB eine Aus- 
wertung dieser Abnahme nicht in Frage kommt. 


3. Uber fragliche Vorstufen des Chlorophylls. 


Die ungemein rasche Bildung des Chlorophylls bei der Belichtung. 
wie sie unsere Versuche ergaben, legten es nahe, auf unmittelbare 
Vorstufen des Chlorophylls in den etiolierten Keimlingen zu fahnden. 
Den Botanikern ist es seit langem bekannt, daB eine Vorstufe des 
Chlorophylls bei im Dunkeln aufgezogenen Pflanzen nachweisbar ist, 
die ihr Entdecker Pringsheim (15) Etiolin nannte und die weiterhin 
von Monteverde (16) und Lubimenko (17) als ,,Protochlorophyll be- 
zeichnet wurde, Durch die Untersuchungen von Noack und Kiessling (18) 
wurde der Zusammenhang des Protochlorophylls mit dem Chlorophyll 
bzw. mit dem beim Abbau des Chlorophylls entstehenden Phyllo- 
erythrin sichergestellt. Eine Aufklarung hat das Protochlorophyl! 
durch die Untersuchungen Hans Fischers und seiner Mitarbeiter (19) 
vefunden !. 


1 Nach diesen Autoren diirfte es sich beim ,,Protochlorophyll* eher um 
sekundares Auftreten handeln, eine Anschauung, die auch von den Bota- 
nikern in letzter Zeit vertreten wird (H. Fischer u. August Oe6estreicher, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 248, 1939/40). 
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Die eigenen Untersuchungen an Weivenkeim'ingen ergaben nach 
chromatographischer Adsorption der Carotinoidé zunachst vollkommen 
farb'ose Ext’akte, welche im ultravioletten Licht eine deutliche Rot- 
fluoreszenz, die von der des Chlorophylls verschieden war, erkennen 
lieBen, Versuche, eine Identifizierung dieser intensiv fluoreszierenden 
Substanz auf sprktralem Wege herbeizufiihren, fiihrten zu keinem 
Ergebnis. Aufnahmen im Zeissschen Spektrographen ergaben im 
Sichtbaren, trotz starker Fluoreszenz der Lésung, keinerlei eindeutige 
Absorption, auch nicht bei Verwendung einer 2 dm /angen Schicht und 
Kinengung der Extrakte auf das fiir kapillare Réhren zulassige Maf. 
Ebenso negativ waren die Aufnahmen im Ultravioletten. 


Da schon von Noack darauf hingewiesen wurde, da8 der Proto- 
chlorophyl!lgehalt in etiolierten Blattern ein minimaler ist, wurde eine 
gréBere Menge von Keimlingen, 50—60 g, in einem Ansatz verarbeitet. 
So'lte das Protochlorophyll tatsachlich die Vorstufe des Chlorophy!!s 
bilden, so war hier zu erwarten, daB das Resultat positiv ausfallen 
muBte. Da in unseren Versuchen nach siebenstiindiger Belichtung 
Chlorophy!!mengen von rund 0,3 mg pro g Trockengewicht gefunden 
wurden, so war zu erwarten, da bei Verwendung dieser Menge von 
Keimlingen ungefahr 1,5 mg Protochlorophyll erhalten werden miiBte. 
Aber auch hier waren die Ergebnisse vollkommen negativ. Die Flu- 
oreszenzerscheinung war hier, entsprechend der gréBeren Menge in 
Arbeit genommener Pflanzen, wesentlich starker, die Spektra’aufnahmen 
hatten jedoch das gleiche negative Ergebnis, auch bei Einengen des 
Extrakts auf wenige Kubikzentimeter. Es scheint daraus wenig wahr- 
scheinlich, daB das Protochlorophyll in den Weizenkeim!ingen eine 
nennenswerte Rolle als Vorstufe des Chlorophylls spielt. Vielmehr 
sprechen die E* gebnisse dafiir, daB die rasche Synthese des Ch!orophylls, 
wie sie in den Belichtungsversuchen nachgewiesen wurde, nicht auf eine 
fast fertige Vorstufe, wie sie das Protochlorophyll vorstellen kénnte, 
zuriickzufiihren ist, sondern aller Wahrscheinlichkeit nach auf einer 
Synthese aus wesentlich niedrigeren Bausteinen beruht. 

Ob der rot fluoreszierende Kérper mit einer Vorstufe des Chlorophylls 
etwas zu tun hat, laBt sich nicht entscheiden. Gegen einen porphyrin- 
ahnlichen Kérper spricht wohl der absolut negative Spektralbefund. In 
Frage kénnten eventuell auch Kérper aus zwei Pyrrolkernen kommen, 
entsprechend dem Propentdyopent. 


Zusammenfassung. 


1. Ausgehend von theoretischen Vorstellungen wurde das Verhalten 
verschiedener Stickstofffraktionen bei der Keimung untersucht. Sie 
ergaben eine betrichtliche Verschiebung des mobilisierten EiweiBes 
vom Korn in den Keimling; mit zunehmender Dauer der Keimung 








ach 


nen 
tot - 
nen 
den 
rem 

im 
tige 
und 
laf. 


»to- 
sine 
tet. 
y!ls 
len 
ung 
den 
von 
Bte. 
‘u- 

in 
nen 
des 
whr- 
ine 
ehr 
IIs, 
ine 
nte, 
ner 


ylls 
rin- 

In 
len, 


ten 
Sie 
Bes 
ing 














Synthetische Leistungen des Keimlings. II. 343 


nehmen die Werte fiir Ammoniak betrichtlich zu, wahrend die Werte 
fiir den Séureamid-N und die Aminosauren relativ konstant bleiben. 
Die mégliche theoretische Bedeutung dieser Ergebnisse wird diskutiert. 

2. Ausgehend von der Uberlegung, daB das Geriist der Carotinoide 
durch Dehydrierung von Fettsiuren hervorgehen kénnte, wurde das 
Jodbindungsvermégen von Benzinextrakten von Keimlingen laufend 
untersucht. Die Versuche fiihrten zu dem Ergebnis, daB das Jod- 
bindungsvermégen der Benzinextrakte wahrend der Keimung und nach 
der Belichtung sich nicht andert. 

3. Untersuchungen auf unmittelbare Chlorophyllvorstufen in den 
etiolierten Keimlingen ergaben, daB ,,Protochlorophyll als Vorstufe 
des Chlorophylls in den Weizenkeimlingen nicht in Frage kommt. 
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Synthetische Leistungen des Keimlings. 
Il. Mitteilung: 
Die Methylierung von Guanidinessigsiure zu Kreatin 
durch etiolierte Weizenkeimlinge. 1. Teil. 
, Von 
H. K. Barrenscheen und Johannes Pany. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 24. September 1941.) 


In der Il. Mitteilung dieser Reihe war die Méglichkeit der Bildung 
des Isoprengeriistes der Carotinoide durch Dehydrierung und Methy- 
lierung der héheren Fettsauren diskutiert worden. Wenn auch die 
Bestimmung des Jcdbindungsvermégens der Benzinextrakte von 
Keimlingen nach der Chlor-Jcdmethode von Pummerer (1) keinen 
Anhaltspunkt fiir eine nennenswerte Dehydrierung dieser Fraktion 
wihrend der Keimung und Carotinoidbi'dung ergeben hat, so war 
damit die Fragestellung nicht eindeutig erledigt. Bei dem komplizierten 
Nebeneinander von Auf- und Abbauprozessen konnte eine solche 
Dehydrierung verdeckt werden. Wir haben uns daher der Frage zu- 
vewandt, ob sich Methylierungsprozesse in den Keimlingen nachweisen 
lassen und welche Bedingungen diese Methylierungsvorgange bestimmen. 

Als Test fiir das Methylierungsvermégen haben wir zunachst die 
Methylierung von Guanidinessigsiure zu Kreatin herangezogen. In 
der tierischen Physiologie steht die Guanidinessigsdure seit den klassi- 
schen Untersuchungen von Jaffé (2) fiir die Frage der Kreatinsynthese 
im Mittelpunkt der Diskussion. Fiir die Pflanze ist das Vorkommen 
geringer Mengen von Kreatin durch die Untersuchungen von Sullivan (3) 
und Tokarewa (4) sichergestellt [Nachweis des Kreatins in Weizen, 
Roggen, Klee, Luzerne, Cowpea und Kartoffel (3), in Lupinus luteus (4). 
Danach ist die Kreatinbildung fiir unser Material kein absolut fremder, 
unphysiologischer Proze8. Untersuchungen von botanischer Seite zu 
diesem Probiem sind uns allerdings nicht zur Kenntnis gelangt. 


; Methodik. 
Die Ziichtung der Keimlinge erfolgte nach der in der L. Mitteilung ! 
dieser Reihe gegebenen Methodik. 


Zu den Versuchen wurden anfangs die ganzen Pflanzchen, spaterhin 
nur die Keimlinge verwendet. Zu samtlichen Versuchen kamen 7 Tage 
alte Pflanzen. Das Material wurde feucht gewogen und nachdem ein 


Teil zur Trockengewichtsbestimmung ausgesondert war — in der Reib- 


' H.K. Barrenscheen, J. Pany u. BE. Srb, Diese Zeitschr. 310, 285, 1941. 
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schale mit Quarzsand zu einem feinen Brei verrieben, der durch Auf- 
schlimmen mit destilliertem Wasser vom Quarzsand abgegossen wurde. 
Nach Aufteilung auf die einzelnen Ansatze wurde auf ein bestimmtes 
Volumen, meist 100 cem, aufgefiillt, nach entsprechendem Zusatz mit 
Toluol iiberschichtet und im Brutschrank bei Temperaturen um 30° durch 
30 —48 Stunden unter Durchleitung von Sauerstoff bzw. Stickstoff gehalten. 
Tagsiiber wurden Cie Ansitze mechanisch geschiittelt. Nach Beendigung 
der Versuchsdauer wurde von den Gewebspartikelchen abzentrifugiert und 
ein aliquoter Teil des Zentrifugats in den ersten Versuchen nach Schenck 
mit Sublimat-Salzséure, in weiteren Versuchen mit Wolframat-Schwefel- 
siure nach Folin-Wu enteiweiBt. Ein Teil des Filtrats wurde nach Neutrali 
sation gegen p-Nitrophenol mit Salzsaéure auf einen Gehalt von 1 n gebracht 
und nach Hahn und Schdfer (5) durch 24 Stunden bei 65° im Thermostaten 
zwecks Umwandlung des Kreatins in Kreatinin gehalten. Die Kreatinin- 
bestimmung erfolgte nach der von Lieb und Zacherl (6) ausgearbeiteten 
Technik im Stufenphotometer gegen eine mit reinem Kreatinin gewonnene 
Richkurve bei Filter 8 53. 

Die jeweils in einem Leerversuch gefundenen Kreatininwerte des 
Materials wurden von den Resultaten in Abzug gebracht. An sich sind die 
,.Kreatininwerte’* der Keimlinge nach der hier geiibten Methode der Ent- 
eiweiBung nicht zu vernachlissigen. Auf 1 g trockenes Material berechnet 
ergaben sich derart ,,Kreatininwerte entsprechend 0,66 bis 1,28 mg Krea- 
tinin. Das sind Werte, die zweifellos zu hoch liegen. Von Tokarewa (4), 
die Keimlinge von Lupinus luteus untersuchte, wird eine Ausbeute von 
13g Kreatininpikrat fir 17300 g Keimlinge angegeben. Rechnet man 
annihernd auf unser Material um, so wirden unsere ,,Kreatininwerte™ 
iiber das Fiinffache des von Tokarewa (4) gefundenen betragen. Es ist 
zweifellos, daB hier noch andere Kérper durch die Jaffésche Reaktion 
miterfaBt werden. Wie wir uns denn bewuBt sind, daB sich fiir unsere 
Untersuchungen dadurch Schwierigkeiten ergeben, daB die Jaffésche Re- 
aktion fiir Kreatinin nicht spezifisch ist. 

Auch das durch Anhydrisierung der Guanidinessigsiiure entstehende 
Glykocyamidin ergibt, worauf bereits Jaffé (2) hinweist, eine dem Kreatinin 
analoge Orangefarbung. Um hier sicher zu gehen, wurde durch zehnstiindiges 
Erhitzen von Guanidinessigsiiure mit Salzséure unter RiickfluB Glyko- 
cyamidin dargestellt und das von der nicht umgesetzten Guanidinessigsaure 
abgetrennte Glykocyamidin in die Chlorzinkverbindung iibergefiihrt. Mit 
einem derart dargestellten Praparat, dessen Reinheit durch Stickstoff- 
bestimmung kontrolliert war, wurde nun parallel mit reinem Kreatin- 
chlorzink die Kurve im Stufenphotometer aufgenommen. 


Tabelle I zeigt die Extinktionskoeffizienten der Pikrinsaure- 
reaktion von Kreatininchlorzink und Glykocyamidin-Chlorzink, ent- 
sprechend 50—250 y, auf reine Substanz bezogen, bei Filter 8 53. 


Tabelle I. 





Extinktionskoeffizient Extinktionskoeffizient 
y-Substanz ANSE a 7-Substanz 
Kreatinin Gly kocyamidin Kreatinin Glykoeyamidin 
50 0,131 0,132 200 0,569 0,416 
100 0,273 0,232 250 0.701 0,517 
150 0,416 0,327 


Biochemische Zeitschrift Band 310 93 
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Wie die Zahlen der Tabelle I zeigen, bleibt die Kurve des Glyko- 
cyamidins wesentlich hinter der des Kreatinins zuriick. 

In allen unseren Versuchen wurde eine Guanidinessigsiurelésung 
gleicher Konzentration, wie sie zu den Versuchen kam, mit durch Aufkochen 
abgetétetem Material angesetzt und der Extinktionswert dieser Probe, als 
Kreatinin berechnet, vom Hauptversuch in Abzug gebracht. Im Gegensatz 
zum Kreatin erfolgt tibrigens die Umwandlung der Guanidinessigséure 
unter den Bedingungen der Methodik von Hahn und Schdfer (5) bei weitem 
nicht quantitativ. Die Berechnung erfolgte iiberwiegend, um gleichmaBige 
Werte zu erhalten, auf 1g trockenes Pflanzenmaterial. 


2. Ergebnisse. 

Unter Auslassung der Vorversuche ]a8t sich zunachst feststellen, 
da die von uns verwendeten Keimlinge die Synthese des Kreatins aus 
Guanidinessigsaure, also die Methylierung, durchfiihren kénnen. Es 
hat sich ferner gezeigt, da dieser ProzeB der Methylierung ein obligat 
aerober ProzeB ist. Ausschaltung des Sauerstoffs, wie wir ihn durch 


Tabelle II. 
In saimtlichen Versuchen Zusatz von Guanidinessigsaure (Glykocyamin) 
in m/100 Endkonzentration. Die Kreatininwerte sind in y fiir 5 cem Filtrat 
angegeben. Da die Menge Pflanzenmaterial in den einzelnen Versuchen 
wechselte, ist noch in Spalte 4 die Kreatininbildung fiir 1 g trockene Keim- 
linge angegeben. 





1 2 3 4 
Kreatin (als 
Kreatin we Kreatinin) gebildet 
als Kreatinin Zunahm yig trockene Keim 
linge 
Versuch 3. 
Kontrolle: Gekochte Keimlinge 
.+ Glykocyamin .............. 138 
Verh s BONO voc scx ere cvies cies 175 + 37 670 
DIN. g5 6505005 6 ease 131 7 4 
Versuch 65. 
Kontrolle: Wie oben ............ 138 _ — 
Versuche: Aerob ............... 208 + 70 1926 
BNE 56505 hoes 129 — 9 i) 
Versuch 6. 
Kontrolle: Wie oben ............ | 443 . 
WORROOIGS BIO 5.56 ais yen ooh i 530 +. 87 1940 
MRI 54s oS bo ek 443 4 i] 
Versuch 8. 
Kontrolle: Wie oben ............ 298 -- 
Versaene: ROO 6k Foo os ss 354 + 56 1070 
RE 5 295 — 8 6 
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Evakuieren der VersuchsgefaBe und nachfolgende Fiillung und Durch- 
leitung von Stickstoff erreichten, fiihrt zu einer vol!/kommenen Hemmung 
der Synthese. Die unter Stickstoff gehaltenen Ansiatze sind ebenso- 
wenig wie Ansitze, in denen das Zellmaterial durch Aufkochen ab- 
getétet wurde, zur Kreatinsynthese befahigt. 

Wir geben im nachstehenden eine Auswahl von Versuchen, aus 
denen einwandfrei hervorgeht, daB die iiberlebende Pflanze die Kreatin- 
synthese durchfiihren kann. 

Zweifellos handelt es sich bei der Methylierung um eine fermentative 
Synthese. Wir haben aus diesem Grunde auch das pu-Optimum dieser 
Synthese zu bestimmen versucht. Als Puffermischung kam _ Phos- 
phatpuffer mit einer Endkonzentration von m/12 bzw. Essigsaure- 
Acetatgemisch mit einer Endkonzentration von m/12 zur Verwendung. 
Wie nachstehende Ubersicht zeigt, hat der Proze8 der Methylierung 
ein ziemlich scharf begrenztes Optimum um den Neutralpunkt. 


Tabelle III. 
Insamtlichen Ansiatzen je 6,5 g Keimlinge in 60 cem Lésung. Endkonzentra- 
tion der Guanidinessigsdure m/100, Endkonzentration des Puffers m/12. 
Die Werte beziehen sich auf 5cem Filtrat. 





Acetat-Essigsiiure Phosphat 
ee 3,6 4,4 5,0 5,6 5,9 6,5 7,0 74 8,04 
Versuch II 65 70 120 185 209 — 267 253 
Versuch III ~- 185 235 285 325 310 


Zu unseren hier beobachteten Kreatinzunahmen ware allerdings 
noch zu tiberlegen, da, wie eingangs bereits erwaihnt, die Ja//ésche 
Reaktion nicht absolut spezifisch ist. Wenn wir auch durch Bestimmung 
des Leerwertes in unserem Pf’anzenmaterial, durch Bestimmung des 
Kreatininwertes der Guanidinessigséiure, durch die Ergebnisse der 
anaeroben und der Kochversuche alle méglichen Kautelen eingeschaltet 
hatten, so war doch der schliissige Beweis nur durch die Darstellung 
des synthetisch gebildeten Kreatins zu fiihren. Wir haben diesen 
Versuch in mehreren Ansatzen, in denen 60—120 ¢ frisches Pflanzen- 
material zur Verarbeitung gelangte, durchgefiihrt. Tatsachlich ist es 
iiber den Umweg des Pikrats gelungen, eine Chlorzinkverbindung zu 
isolieren, welche sowohl die Ja/fésche Reaktion als auch die fiir Kreatinin 
spezifische Weylsche Reaktion mit Nitroprussidnatrium!auge gegeben 
hat. Die analytischen Daten aus der Chlorzinkverbindung, von der 
jeweils maximal Mengen von 10 mg isoliert wurden, ergaben, auf Krea- 
tininchlorzink gerechnet, fiir Stickstoff Werte zwischen 28,6 und 34,3 °,, 
der Theorie, wahrend fiir Methylimid die Werte zwischen 19 und 26,2°,, 
der Theorie lagen. Da bei derartig minimaler Ausbeute, wie sie nach 
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der von uns gewahlten Arbeitsmethode erhalten wurde, an eine Reinigung 
und Umkristallisation der erhaltenen Substanz nicht zu denken war, 
wurden die Versuche vorlaufig zuriickgestellt. Durch den Ausfall der 
Weylschen Reaktion und den Nachweis von Methylimid ist jedoch 
unseres Erachtens die Anwesenheit von Kreatin mit einer ans sichere 
grenzenden Wahrscheinlichkeit festgestellt. 

Die Tatsache, dab der ProzeB der Methylierung ein aerober Prozef 
ist, legte es nahe, von diesem Gesichtspunkt aus die seinerzeit von 
Stuber, c. 8. (7)* behauptete Férderung der Methylierung von Guanidin 
essigsaure zu Kreatin im tierischen Organismus unter Einwirkung der 
Schilddriise an unserem Material nachzupriifen. Da Thyroxin ganz 
allgemein die Atmungsprozesse der Zelle fordert, war zu erwarten, dab 
eine Steigerung der oxydativen Prozesse gegebenenfalls auch eine 
Erhéhung der Kreatinbildung zur Folge haben kénnte. Tatsichlich 
ergab sich in zwei Versuchen, in denen Thyroxin in Substanz ent- 
sprechend einer Endkonzentration von | mg®%, zu den mit Phosphat- 
puffer von pu 6,98 gepufferten Ansaitzen zugesetzt wurde, eine Steigerung 
der Kreatinbildung, die zwischen 62 und 103% liegt. Siehe Tabelle IV. 


Tabelle IV. Kreatinbildung bei Thyroxinzusatz. 
Im Versuch 1 6 g, im Versuch 2 7 g Pflanzen pro Ansatz. Endkonzentration 
Guanidinessigsaure m/100, simtliche Ansitze mit Phosphatpuffer py 6,98 
gepuffert. Endkonzentration des Puffers m/12. Die Werte in Spalte 2 und 3 
beziehen sich auf 5ccm Filtrat. 





1 2 3 4 5 


Mehrbildung 


Creatin als 
Kreatin a} gz trockene 


Kreatin als». Kreatinin hi ok 
Kreatinin | 2unahme yig trockene Pilanze 
> > 
Pflanse absolut % 
Versuch 2. 
a) Keimlinge + Glyko- 
Cae eae es ; 114 1170 
b) Keimlinge + Glyko- 
eyamin -++ 1 mg Thy- 
a ert ay oer 186 + 72 1900 730 62 
a. AR 200 +. 86 2040 870 74 
Versuch 3. 
a) Keimlinge Glyko- 
OMI oy hoagie 5 76 - 943 
b) Keimlinge + Glyko- 
cyamin + 1mg Thy- 
| See pe ena 155 79 1920 977 103 
oS) Ree epee re 143 + 67 1775 832 88 


* Auf eine Kritik der Angaben von Stuber, c.s., soll in einer spateren 
Arbeit zuriickgekommen werden. 
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Merkwiirdigerweise verliefen Versuche, in denen das Thyroxin in 
Lésung zugesetzt wurde die Lésung wurde teils durch Erwarmen 
in n/500 Lauge, teils durch Erwarmen in Phosphatpuffer in einer 
m/2 Lésung von K,H PO, versucht, teils kam die fiir Injektionszwecke 
iibliche Lésung zur Verwendung vollkkommen negativ. Ob hier die 
ungeheure Empfindlichkeit des Thyroxins in alkalischer Lésung gegen- 
iiber Sauerstoff zu einer raschen Zerstérung gefiihrt hat und dadurch 
die Wirkung nicht in Erscheinung treten konnte, miissen weitere Unter- 
suchungen ergeben. 

Zusammenfassung. 

1. Etiolierte Weizenkeimlinge vermégen Guanidinessigsaure zu 
Kreatin zu synthetisieren. Der ProzeB der Methylierung ist streng 
aerob und zeigt ein ausgeprigtes pa-Optimum um den Neutralpunkt. 

2. Thyroxin in Substanz zugesetzt, bewirkt eine betrachtliche 
Steigerung der Kreatinsynthese. 


Literatur. 
1) Rk. Pummerer, L. Rebmann u. W. Reindel, Ber. 62, 1411, 1929. 
2) M. Jaffé, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 430, 1906. 3) M. X. Sullivan, 
J. Amer. chem. Soc. 33, 2135, 1911; ref. Chem. Centralbl. 1912, T, 540. 


4) A. Tokarewa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 28, 1926. 5) Hahn u. 
Schafer, Zeitschr. f. Biol. 78, 156, 1923. 6) H. Liebu. M. Zacherl, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 223, 169, 1934. — 7) B. Stuber, A. Russmann u. E. A. 


Proebsting, diese Zeitschr. 148, 221, 1923; B. Stuber u. F. Stern, ebenda 191, 
363, 1927. 








Synthetische Leistungen des Keimlings. 
IV. Mitteilung: 
Die Methylierung von Guanidinessigsiure zu Kreatin 
durch etiolierte Weizenkeimlinge. 2. Teil. 
Von 
Domenico Gigante (Rom), 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Wien.) 


(Eingegangen am 24, September 1941.) 


In den Untersuchungen von Barrenscheen und Pany (1) (3. Mit- 
teilung dieser Reihe) war gezeigt worden, da Keimlinge imstande sind, 
die Methylierung der Guanidinessigséure zu Kreatin durchzufiihren. 
Gleichzeitig konnten auch die wichtigsten Voraussetzungen dieser 
synthetischen Leistung der Pflanzenzelle festgesetzt werden. Einen 
gewissen Schénheitsfehler zeigten freilich diese Untersuchungen: der 
als Blindwert ermittelte ,,.Kreatininwert** des Leerversuchs lag unwahr 
scheinlich hoch und muBte durch andere, gleichfalls die Jaf/ésche 
Reaktion gebende K6érper bedingt sein. Wenn auch durch die ent- 
sprechenden Kontrollen und den Versuch der praparativen Darstellung 
die Ergebnisse gesichert waren, so schien es doch, im Hinblick auf eine 
weitere Fortsetzung der Versuche, wiinschenswert, diesen Blindwert 
auf ein Minimum zu reduzieren und damit einen Faktor der Unsicherheit 
auszuschalten. Des weiteren sollte der mégliche Mechanismus der 
Methylierung aufgeklart werden. , 


1. Zur Methodik der Kreatininbestimmung in Pflanzenextrakten. 


Nach einer Reihe von Vorversuchen hat sich nachstehende Methodik. 
die sich zum Teil an die von Davenport, Fisher und Wilhelmi (2) gegebene 
Methodik anschlieBt, bewahrt. 


Die Keimlinge, durchgehend 7 Tage alte Pflanzen, wurden in Portionen 
zu 10 g in der Reibschale verrieben und der Brei in 50 cem Fliissigkeit auf- 
genommen. Nach Uberschichten mit Toluol wurde im Brutschrank bei 
einer Temperatur um 35° unter Sauerstoffdurchleitung durch 36 —48 Stunden 
geschiittelt. Nach Abtrennung vom Toluol im Scheidetrichter wurde von 
den Gewebstriimmern abgesaugt und jeweils 50 cem Filtrat mit je 3. ccm 
10 %igem Wolframat und ?/,n Schwefelsdure versetzt. Von dem gering- 
fiigigen Niederschlag wurde nach halbstiindigem Stehen abzentrifugiert und 
vom Zentrifugat jeweils 50cem zur Entfernung der Kohlenhydrate mit 
Leem 10° igem Kupfersulfat und 3ccem Kalkmilch versetzt. Nach halb- 
stiindigem Stehen wurde zentrifugiert und zur Entfernung des Ammoniaks, 
der in allen Versuchen in betrachtlicher Menge nachweisbar war, 30 Minu- 
ten Luft lang durchgesaugt. Nach Ansaduern mit 5n Schwefelsiure 
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wurde Schwefelwasserstoff eingeleitet, vom Kupfersulfid abfiltriert und der 
iiberschiissige Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom entfernt. Die 
Schwefelsaure wurde nun durch Zusatz von basischem Bleicarbonat bis 
zum Verschwinden der Kongoreaktion entfernt und vom Bleisulfat und 
iiberschiissigem Bleicarbonat durch Zentrifugieren getrennt. Wo ndotig, 
wurde das Zentrifugat durch Schiitteln mit einer geringen Menge Tierkohle 
entfarbt. In derartig vorbehandelten Filtraten ist der ,,Kreatininwert“ 
der Keimlinge allein auf ein Minimum herabgesunken. In 10 cem Filtrat 
liegt der Extinktionswert des Leerversuchs so niedrig, daB er praktisch 
vernachlissigt werden kann. 

Damit ist eine der Unsicherheiten, welche den Untersuchungen von 
Barrenscheen und Pany anhafteten, beseitigt. Wesentlich scheint die 
Kupfer-Kalkfallung zu sein, durch die offenbar die Kérper, welche den 
hohen ,,Kreatininwert*’ der Leerversuche bedingen, entfernt werden. 
Wahrscheinlich handelt es sich dabei um Zucker, méglicherweise auch um 
Produkte des intermediaren Kohlenhydratabbaus. 

Wiinschenswert war es auch, die Reaktion des durch Anhydrisierung der 
iiberschiissigen Guanidinessigsaure gebildeten Glykocyamidins auszuschalten, 
Wenn auch nach der Behandlung nach Hahn und Barkan (3) nur ein geringer 
Teil der Guanidinessigsiure in Glykocyamidin verwandelt wird und die 
Reaktion nach Jaffé mit Glykocyamidin schwacher ausfallt als mit Kreatinin, 
so war doch die Beseitigung auch dieses St6rungsfaktors anzustreben. 
Von Davenport, Fisher und Wilhelmi (2) wird nun angegeben, daB eine 
glatte Trennung der Guanidinessigsiure vom Kreatin und Arginin durch 
Adsorption an Permutit méglich ist. Nach ihnen soll Permutit Kreatin 
und Arginin quantitativ adsorbieren, waihrend Guanidinessigsiure in der 
Restlésung verbleibt. Auf Grund der Angaben der englischen Autoren 
wurde nun in einer Reithe von Versuchen neben der direkten Bestimmung 
auch die Adsorption an Permutit mit nachfolgender Elution derart durch- 
gefiihrt, da’ 10 cem des Endfiltrats mit 2g Permutit durch 30 Minuten 
auf der Schiittelmaschine geschiittelt wurden. Die iiberstehende Fliissigkeit 
wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und médglichst quantitativ ab- 
gegossen, der Permutit nach Aufwirbeln neuerlich durch 30 Minuten mit 
10 eem destilliertene Wassers geschiittelt und dieses Waschwasser nun mit 
dem urspriinglichen Filtrat vereinigt. Zwecks Elution wurde der Permutit 
nun mit 10 cem n/10 Natronlauge geschiittelt und nach Zentrifugieren mit 
10 cem destilliertem Wasser die gleiche Zeit ausgewaschen. Eluat und 
Waschwasser wurden vereinigt. Sowohl im Eluat als auch in der iiber- 
stehenden Fliissigkeit wurde — in jeweils 10 cem — die Kreatininbestimmung 
nach der in der Mitteilung von Barrenscheen-Pany angegebenen Methodik 
durchgefiihrt. Die photometrische Bestimmung erfolgte im Leifzschen 
Photometer bei Filter 53 unter Zugrundelegung einer mit reinem Kreatinin 
erhaltenen Eichkurve. 


2. Die Rolle des Glykokolls und der Glykolsidure 
hei Kreatinbildung in der Pflanze. 

Wihrend die Bedeutung der Guanidinessigsaéure (Glykocyamin) 
als Vorstufe fiir die Kreatinsynthese im tierischen Organismus heute 
wohl allgemein anerkannt ist, ist der Vorgang der Methylierung durchaus 
noch strittig. In ihren Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des 
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Kreatins sind nun Davenport, Fisher und Wilhelmi (4) auf Grund von 
Perfusionsversuchen am Herzen zur Aufstellung eines Reaktions- 
schemas gekommen, in dem das G!ykokoll als Methylierungsagens 
aufscheint. Nach ihrer Vorstellung erfolgt die Kreatinsynthese derart. 
da Arginin ttber Guanidobutterséure zu Guanidinessigséure (G!yko- 
cyamin) abgebaut wird und diese nun durch Anlagerung der aus G'vkokol| 
iiber Glyoxylséure gebildeten G!ykolsaéure und nachfolgende Decarboxy 
lierung zu Kreatin methyliert wird. 


fame CH,OH 
HN =C | > 
\yH-—cH,-coon COOH 
NH, NH, 
: CO, i 
+ HN=C > HN=C 
\N—CH,—COOH \n_CH,—COOH 
CH, CH, 
COOH 


In ihren Bilanzversuchen sehen Davenport c.s. eine experimentelle 
Stiitze ihrer Theorie, die auch die giinstige Wirkung des Glykokolls bei 
der Muskeldystrophie erklaren soll. 

Es schien nun aussichtsreich, diese Theorie am pflanzlichen Material, 
bei dem in einer Reihe von Vorversuchen die von Barrenscheen und 
Pany gefundene Synthese des Kreatins aus Glykocyamin voll bestatigt 
werden konnte, zu tiberpriifen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse 
gibt Tabelle I, in der auch die gleichzeitig durchgefiihrten Versuche, 
durch Adsorption an Permutit nach Davenport die Methodik spezifischer 
zu gestalten, angefiihrt sind. ‘ 

Wie aus den Zahlen der Tabelle L hervorgeht, hat weder Glykokoll 
noch Glykolsdure irgendeinen Effekt auf die Mehrbildung des Kreatins. 
Die Zu- und Abnahmen in den Versuchen bewegen sich innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methodik. Fiir pflanzliches Material trifft also die 
Annahme von Davenport c.s. iiber die Rolle des Glykokolls als Methy- 
lierungsagens nicht zu. 

Die von Davenport und Mitarbeitern behauptete Moéglichkeit der 
elektiven Trennung des Kreatins vom G!ykocyamin durch Adsorption 
an Permutit konnte gleichfalls nicht bestatigt werden. Es zeigt sich 
vielmehr, daB auch Glykocyamin durch Permutit nicht unbetrachtlich 
adsorbiert wird. Nach dem ,,Kreatininwert® sind in den beiden mit- 
geteilten Kontrollversuchen 80 bzw. rund 77 °% des vorhandenen Gl yko- 
cyamins an Permutit adsorbiert worden. Da in der Restlésung keine 
nennenswerte Reaktion nach Jaffé mehr nachweisbar ist — die Extink- 
tionswerte lagen so niedrig, daB sie nicht ausgewertet werden konnten 
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Tabelle L. 
In den’ Ansiatzen jeweils 10 g Keimlinge auf 50 cem Fliissigkeit. Guanidin 
essigsiurezusatz entsprechend einer m/100 Konzentration, Glykokoll bzw. 
Glykolséure jeweils 40 mg/Ansatz. Die Werte entsprechen y Kreatinin fii 
jeweils 10 cem Filtrat. 





a . Kreatinin- Kreatininwert Kreatininwert 
y-Kreatinin Mehrbildung des Eluats der Restlésung 


Versuch I. 
Kontrollen : 


Keimlinge allein ........... 6 " a 7) 
Keimlinge gekocht + m 100 
Glykocyamin ’.............. 120 96 a 


Zusatzversuche. 
Keimlinge + m/100 Glykocya- 


MU hea wets. pact wee win inne 650 530 360 200 
Glykocyamin + Glykokoll .... 664 544 366 220 
Glykocyamin -+- Glykolsaure .. 640 520 346 216 


Versuch II. 


Kontrollen: 


Keimlinge allein ........... 0 “ 7D “ 
Keimlinge gekocht + Glyko- 
CA Ree OeeEd Ge gt aie Ete 130 — 100 0 
Zusatzversuche. 
| So er 812 682 430 224 
Glykocyamin +- Glykokoll .... 812 682 436 300 
Glykocyamin + Glykolsaure .. 790 660 416 276 


mu angenommen werden, daB fast das gesamte Glykocyamin adsorbiert 
wurde und die nachfolgende Elution unvollstandig war. Umgekehrt 
wird bei einmaliger Adsorption an die allerdings betrachtlichen Mengen 
Permutit 2¢ Permutit auf 10 cem Lésung nur rund zwei Dritte! 
des vorhandenen Kreatins, zwischen 63 und rund 68°, adsorbiert 
Ob an diesen abweichenden Ergebnissen der verwendete Permutit 
schuld ist in den hier mitgetei!ten Versuchen kam ,,Permutit nach 
Folin‘ der deutschen Permutit-Gesellschaft Berlin zur Verwendung. 
wihrend durch Davenport c.s. ein weiBes Spezialpraparat der Firma 
Harrington Bros zur Verwendung kam —, mu8 dahingestellt bleiben 
Mit diesen Ergebnissen erheben sich aber auch Zweifel gegen die Met hodik 
und die aus ihr abgeleiteten theoretischen SchluBfolgerungen der 
englischen Autoren. 
Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methodik der Kreatininbestimmung in Ansatzen 
mit Keimlingen beschrieben, durch welche der ,.Kreatinleerwert™ in 
solchen Ansatzen praktisch auf Null herabgedriickt wird. 
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2. Etiolierte Weizenkeimlinge bilden aus Guanidinessigsaure (G'yko- 
cyamin) nicht unbetrachtliche Mengen Kreatin. Eine Férderung der 
Kreatinbildung durch gleichzeitige Zugabe von G!ykokoll bzw. G'ykol- 
siure im Sinne der Theorie von Davenport und Mitarbeitern laBt sich 
nicht nachweisen. Fiir pflanzliches Material kommt Glykokoll als 
Methylierungsagens nicht in Frage. 

3. Entgegen den Angaben von Davenport und Mitarbeitern wird 
Guanidinessigsiure (Glykocyamin) durch Permutit betrachtlich adsor- 
biert. Eine Trennung von Kreatin und Glykocyamin durch Adsorption 
an Permutit ist somit unmdglich. 


Sehrifttum. 


1) Barrenscheen u. Pany, diese Zeitschr. 310, 344, 1941. — 2) H. W. 
Davenport, R. B. Fisher u. A. E. Wilhelmi, Biochem. J. 32, 602, 1938. 
3) A. Hahn u. Barkan, Zeitschr. f. Biol. 72, 305, 1920. 4) H. W. Davenport, 
R. B. Fisher u. A. E. Wilhelmi, Biochem. J. 32, 262, 1938. 
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Zur Kenntnis des ernihrungsphysiologischen 
Wertes des Hefeeiweifes'. 
Von 
Adolf Biekel. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 29. September 1941.) 


Das Interesse an einer genauen Kenntnis des ernaihrungsphysio- 
logischen Wertes des HefeeiweiBes ist waihrend des Krieges deshalb 
geweckt worden, weil die Hefe zu den EiweiBreserven fiir die 
tierische und menschliche Ernahrung zahlt, tiber die Deutschland in 
dieser Zeit verfiigt, ohne sie bis'ang in dem méglichen Umfange ein- 
gesetzt zu haben. Besonders wurde der Hefe in diesem Zusammenhange 
Aufmerksamkeit geschenkt ; denn man kann mit der sogenannten Holz- 
zuckerhefe Hefeziichtung treiben, die in grcBem MaBstabe und ohne 
Verwendung von unmittelbar fiir die menschliche oder tierische Nahrung 
geeigneten Produkten zur Herstellung ihres Nahrbodens méglich ist, 
indem dieser letztere mit verzuckertem Holz bereitet wird?. Das 
schlieBt natiirlich nicht aus, daB man nach wie vor auch die bei der 
Brauerei abfallende Hefe Ernahrungszwecken zufiihrt. 

Fiir den menschlichen Konsum kommt die Hefe als EiweiGliefe- 
rantin allein in der Form von Trockenhefe oder in derjenigen eines mehr 
oder weniger rein gewonnenen Hefeeiweibes in Frage. Da in dem Falle, 
daB die Hefe wegen ihres EiweiBgehalts genossen werden soll, zu einem 
witkungsvollen Nutzeffekt der Verzehr gréBerer Hefemengen erforderlich 
wird als dann, wenn man nur eine Vitaminversorgung des Kérpers durch 
HefegenuB anstrebt, muB verlangt werden, das die dargebotene Hefe 
einen méglichst indifferenten Geschmack besitzt und vor allem, so- 
fern das nétig, entbittert ist ; andernfal's erzeugt sie leicht Widerwillen. 
In dieser Hinsicht ist es vielleicht noch empfehlenswerter, radikal vor- 
zugehen und durch geeignete AufschlicBung der Hefezellen ein Produkt 
zu gewinnen, das, frei von irgendeinem spezifischen Geschmack, ein 
mehr oder weniger reines HefeeiweiBpraparat darstellt *. 


! Die in dieser Arbeit mitgeteilten Untersuchungen wurden mit Unter- 
stiitzung der deutschen Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt. — 7° Vel. 
hierzu: H. Scholler, Zeitschr. f. Volksernihrung H. 7, S. 102, 1940. 

3 An dem Problem, die Hefe fiir Nahrzwecke zu veredlen, wird schon 
seit langerer Zeit gearbeitet. Nahere Hinweise auf die Literatur dariiber 
finden sich in der Arbeit von Schittenhelm, Massatsch und Warnat (Diese 
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Zum Verstandnis der in der vorliegenden Abhandlung mitgeteilten 
Versuche, an deren Durchfiihrung die in meinem Laboratorium arbei- 
tenden Doktoranden Bastian, Drechsler, Laubner, Lindner, Manig. 
CO. Oballe, J. Oballe, Schmautz und Schiirmann beteiligt waren, ist es 
zweckmabig, an die wichtigsten Daten aus der Chemie der Hefe, so- 
weit diese zu den Versuchen in Beziehung stehen, zu erinnern. 


Nach Weitzel und Winckel (1) besteht die Trockenhefe aus 92 —94 °,, 
Trockensubstanz, 52 —58 % Rohprotein, 3°, Fett, 25 —30 °;, Kohlenhydraten 
und 7—9°, Asche. Als Zusammensetzung der N-Substanz wurden gefunden 
63,8°, Protein, 26,1°% Nucleinsubstanzen, 10,1°%, Peptone und Amino 
siuren; reich ist der Gehalt an Glutathion. Phosphatide, unter ihnen be- 
sonders Lecithin, Cholesterin, Ergosterin, sind die Begleiter des Fettes, das 
hauptsiachlich aus Glyceriden der Palmitin-, Linolen-, Ol-, Arachin- und 
Valeriansiure besteht. Von den in der Hefe gefundenen Kohlenhydraten ist 
an erster Stelle die Polyose Glykogen zu nennen, das anscheinend in zwei 
verschiedenen Formen vorkommt, von denen die eine Bestandteil des 
Protoplasmas und leicht extrahierbar ist, wahrend die andere, schwerer 
extrahierbare mit der Zellwand in Verbindung steht. Ferner gehért dazu 
der Hefegummi, ebenfalls eine Polyose, die bei der Spaltung in Mannose 
und Glucose zerfallt. Die Kohlenhydratbestandteile der Zellmembran sind 
Glykogen und Mannan, eine polymerisierte Mannose, deren Unléslichkeit 
auf eine Veresterung mit Phosphorsiure und Kieselsiure zuriickgefiihrt 
wird. Die veresterten Polyosen bilden danach die Skelettstruktur der 
Hefezelle. Beim E:nhitzen der Hefezelle mit 2°,iger Natronlauge unter 
gewohnlichem Druck werden die Fett- und Proteinbestandteile der Membran 
gelést und die Zellwande durchlassig fiir die gelésten Teile des Protoplasmas. 
Die Polyosen der Zellwande werden dabei nicht gelést; es behalten daher 
die Zellen ihre natiirliche G16Be, auch wenn sie leer sind [Sabalitschka (2)}. 
Das KFiweiB, das hier in erster Linie interessiert, scheint in allen bislang 
darauf untersuchten Hefearten von ahnlicher Zusammensetzung zu sein. 
Nach Meisenheimer (3) sind darin vertreten Glykokoll, Alanin, Valin, 
Leucin, Prolin, Phenylalanin, Asparagin- und Glutaminsiure, Tyrosin, 
Tryptophan, Cystin, Lysin, Histidin und Arginin. Der hohe Gehalt des 
HefeeiweiBes an Arginin, Lysin und Cystin neben einer gewissen Armut an 
Histidin und Tryptophan ist bemerkenswert [Winckel (4)]. 

Kraut und Schlottmann (4a) riumen auf Grund ihrer Analysen der 
im HefeeiweiB enthaltenen Aminoséiuren diesem Eiweif eine Mittel- 
stellung zwischen pflanzlichem und tierischem Eiweif ein. 

Meine im folgenden beschriebenen Experimente wurden mit 
frischer Bierhefe, Biertrockenhefe, Holzzuckertrockenhefe und einem 
HefeciweiBpraparat vorgenommen, das mit AlkaliaufschlieBung der 
Hefe und nachtraglicher Fallung mit angesiuertem Alkohol von der 
chemischen Fabrik C. F. Boehringer u. Séhne, G. m. b. H., in Mannheim 


Zeitschr. 180, 454, 1927), wie von Rubner und Schittenhelm (Deutsch. med. 
Wochenschr. Nr. 49, 1926), die simtlich auch selbst Untersuchungen tiber 
die Brauchbarkeit eines gereinigten Trockenpraparates aus Bierhefe an- 
stellten. 











teilten 


arbei- 
Manig, 
ist es 


fe, so- 


~94 % 
draten 
funden 
Amino 
ien be- 
es, das 
n- und 
iten ist 
n zwei 
sil des 
hwerer 
t dazu 
aAnnose 
nn sind 
ichkeit 
efiihrt 
w der 
unter 
mbran 
usmas. 
daher 
a (2)). 
rislang 
1 sein. 
Valin, 
‘rosin, 
It des 
1ut an 


n der 
littel - 


mit 
sinem 
r der 
n der 
theim 


med. 
tiber 
e an- 





f 





Zur Kenntnis des ernahrungsphysiologischen Wertes des HefeeiweiBes. 357 


sowohl aus Bierhefe, wie auch aus Holzzuckerhefe dargestellt worden 
war, Die Experimente betrafen: I. Die Wirkung eines zusdtzlichen Ge- 
nusses der Trockenhefen und des HolzzuckerhefeeiweiBpraparats zu einer 
genau definierten, an allen Versuchstagen identischen Didt oder zu der 
bei der Volkserndhrung von Tag zu Tag wechselnden Kost auf den Stick- 
stoffumsatz; 11. Die Wirkung des Genusses von frischer Hefe oder der 
genannten Hefeprodukte auf die Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel : 
IIT. Die Wirkung des Genusses dieser Produkte auf den Leberglykogen- 


gehalt. 
Il. 


Die Versuche iiber die Wirkung des zusitzlichen Genusses von 
Biertrockenhefe auf den Stickstoffumsatz sind bereits von mir (5) ver- 
éffentlicht worden. Es handelt sich um den 6., 7. und 8. Versuch in 
meiner diesbeziiglichen Arbeit (5). Diese Versuche, die samtlich an 
erwachsenen, miannlichen Menschen angestellt worden waren, hatten 
folgendes Ergebnis. 

Bei der zusatzlichen Gabe von 30 g Biertrockenhefe (= 2,7 g N) zu 
einer genau definierten Stoffwechseldiat mit EiweiB fast nur aus solchen 
Arten bestehend, deren Derivate im Zwischenstoffwechsel eine vor- 
ziigliche Oxydationslage einregulieren, war im Vergleich zu der hefe- 
freien Vorpericde nach MaBgabe der Harn-N-Werte der N-Umsatz im 
inneren K6érpermilieu beinahe genau in dem Umfange der N-Zulage 
durch die Trockenhefe gesteigert worden; es hatte aber der Koérper 
durch die gleichzeitige Erhéhung des Kot-N um 0,631 ¢ in der Hefe- 
periode gegeniiber der Vorperiode einen N-Verlust in dieser Hohe er- 
litten. Die N-Bilanz war von + 0,68 in der Vorperiode auf —- 0,05 in 
der Hefeperiode zuriickgegangen. Ausweislich des Verhaltens der Harn- 
quotienten C : N und Vakat-O : N war keine Anderung in der Oxydations- 
lage eingetreten. 

Bei den Versuchen mit zusatzlicher Gabe von 2,7 ¢ oder 0.9¢ N 
entsprechenden Mengen der Biertrockenhefe bei der tiblichen Art der 
Volksernaihrung schien die Auswirkung der Hefegabe auf den N-Umsatz 
im inneren Kérpermilieu weniger ausgiebig, besonders wenn es sich um 
die kleine Trockenhefegabe (— 0,9g¢N) handelte. Eine namhafte 
Steigerung des Kot-N, bei der jedoch ein Parallelismus mit der Gréfe 
der Hefedosis nicht obligatorisch war, wurde in allen Versuchen beob- 
achtet. Ein EinfluB auf die Oxydationslage war nach MaBgabe des 
Verhaltens der Harnquotienten auch bei diesen Versuchen nicht ein- 
getreten. 

Die Versuche mit dem obenerwahnten HefeeiweiBpraparat, die 
dessen Wirkung auf den N-Umsatz ermitteln sollten, kniipfen in methodi- 
scher Hinsicht an die resiimierten Versuche mit der Biertrockenhefe an. 
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Zunachst wurde in einem Versuch das aus Holzzuckerhefe hergestellte 
HefeeiweiBpraparat zusitzlich zu einer genau definierten  Stoff- 
wechseldiat gegeben (Versuch 1). 


Versuch 17. 


Die mannliche Versuchsperson (J. Oballe) war 24 Jahre alt, wog 
etwa 58,8kg und war vollig gesund. Das HefeeiweiB wurde in zwei 
Versuchsperioden zusitzlich zu einer gleichb’eibenden Grunddiat 
verabreicht. 


Die Diat hatte folgende Zusammensetzung: 80g Trockencasein 
(Menke, Neubrandenburg) mit 8,664 g N, 300g Vollkornroggenbrot mit 
3,820 g N, 60 g¢ Kartoffelmehl! mit 0,086 g N, 20 g Marmelade mit 0,030 g N, 
70 g¢ Butter und Margarine mit 0,672 g N, 130 g Riibenzucker. Als Getrank 
wurde diinner chinesischer Tee oder Citronenlimonade genommen. Alkohol- 
genuB wurde gemieden. Der Kaloriengehalt der Diait betrug 2377 Kal., 
der N-Gehalt 13,272 g, entsprechend 82,95 g ReineiweiB (N - 6,25). In den 
Versuchsperioden, in denen das HolzzuckerhefeeiweiBpraparat zusitzlich zu 
dieser Diat verabfolgt wurde, geschah das taglich in einer Menge von 24,2 ¢ 
(= 1,815 g N, entsprechend 11,43 g ReineiweiB); es erhéhte sich dann der 
Nahrungs-N auf 15,087 und die Kalorienzahl auf 2479. Die N- und Kalorien- 
berechnung der Didt geschah nach den Schallschen Tabellen, bis auf die 
N-Berechnung beim Casein und HefeeiweiBpraiparat, die beide ad hoc 
analysiert wurden. Es enthielt 1 g Casein 0,1083 g N und 1 g Hefeeiweib- 
praparat 0,075 g N. 


Wie bei allen in dieser Arbeit mitgeteilten analogen Versuchen wurde 
auch bei diesem die 24stiindige Harnmenge fortlaufend quantitativ ge- 
sammelt und gemessen, das Gewicht des nackten Kérpers jeden Morgen 
nach der ersten Harnentleerung vor dem Friihstiick bestimmt. Im Harn, 
der stets frei von EiweiB und Zucker war, wurden analysiert: N nach der 
Kjeldahlschen Halbmikromethode, C nach der Mikromethede von Nicloua- 
Osuka (6), Vakat-O nach der Mikromethode von Miiller-Kanitz (7). Die 
Berechnung der Periodenmittelwerte der Harnquotienten erfolgte durch 
Division der Periodenmittelwerte fiir C, Vakat-O und N. 


Der Versuch zerfiel in vier Perioden; in der 2. und 4. Periode wurden 
tiiglich 24,2 g des HefeeiweiBpriparates (= 1,8 g N) zusatzlich gegeben. 
Bei dauernd regelmaBiger Stuhlentleerung wurden an den drei letzten Tagen 
der 1. bis 3. Periode und an den zwei letzten Tagen der 4. Periode der Kot 
in der in 72 bzw. 48 Stunden anfallenden Menge gesammelt, nach Ansaiuern 
auf dem Wasserbade getrocknet, pulverisiert, gewogen und der N-Analyse 
zugefiihrt. Die 1. Periode dauerte 6 Tage vom 19. bis 24. Mai, die 2. Periode 
6 Tage vom 25. bis 30. Mai, die 3. Periode 10 Tage vom 31. Mai bis 9. Juni 
und die 4. Periode 4 Tage vom 10. bis 13. Juni 1941. 


Die Zahlen in den Analysentabellen I und II, wie in allen analogen 
Tabellen bei den anderen Versuchen dieser Arbeit, sind simtlich Perioden- 
mittelwerte bei Berechnung auf 1 Tag; die stichprobenmaBig an mehreren 
Tagen jeder Periode gewonnenen Analysenwerte fiir die 24stiindige Kotrenge 
sind als Periodenmittelwerte fiir 1 Tag behandelt. 
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Tabelle I. 








Periode Sauer Bore Harn-C . Ham-N  ¢. yx Vakat-O Vakat-0 
Nr. in kg in com = oe ip mg a i 
1 58,3 616 7841 11316 11177 0,70 1,01 1,04 
2 58,5 673 9024 9609 _ 10152 | 0,99 0,95 1,00 
; 58.5 685 8201 10276 10446 ~~ 0,71 0,98 1.02 
4 58,5 775 8595 10 833 9174 1,00 1,01 1,02 
Tabelle II. 

Periode Nr. : l 2 | 3 4 
Nahrungs-N in g .... + 13,272 + 15,087 + 13,272 + 15,087 
(Se Se 1,450 1,910 1,700 2,000 
Harn-N in g ........ 11,177 10,152 10,446 — 9,174 
WedeGOE ow. eta + 0,645 +- 3,025 + 1,126 + 3,913 


Die Trockenkotmengen betiugen in der 1. Pericde 114 g, in der 2. Periode 
130 g, in der 3. Pericde 108 g und in der 4. Periode 86 g tiglich. 


Aus der Tabelle II ergibt sich bei einem Vergleich der N-Bilanz- 
werte in den hefefreien Pericden Nr. 1 und 3, daB sich die Versuchs- 
person in einer Stoffwechsellage mit zunehmender Positivitaét der 
N-Bilanz befand. Bei der zusiatzlichen Gabe des HefeeiweiBpraparats 
(= 18g N) in der 2. und 3. Pericde wurde jedesmal die Positivitat der 
N-Bi'anz iiber die N-Menge hinaus verstarkt, die mit dem HefeeiweiB 
dem K6rper zugefiihrt worden war. Es ist also offensichtlich das Hefe- 
eiweiB weitestgehend ins innere Milieu des Kérpers gelangt. Der N-Ge- 
winn des Korpers war in diesem Versuche um so gréSer, als die Kot-N- 
Vermehrung, die in beiden Hefeperioden eintrat, den geringen Umfang 
von 0,3—0,5g¢ N hatte. In Parenthese sei darauf hingewiesen, daB bei 
dem oben referierten Versuch iiber die zusatzliche Gabe einer 2.7 g N 
enthaltenden Biertrockenhefemenge von 30g zu einer ahnlich zu- 
sammengesetzten Stoffwechseldiat, wie sie in dem vorliegenden Versuch 
mit dem HolzzuckerhefeeiweiBpraparat vorhanden war, die Kot-N- 
Vermehrung 0,6g betragen hatte, also der bei der Gabe von 24,2 ¢ 
des HefeeiweiBpraiparats beobachteten ungefahr entsprach. Bei dem 
Versuch mit der Biertrockenhefe hatte sich der HefeeiweiBzusatz zur 
Diat in einer entsprechenden Steigerung des N-Umsatzes, bei dem 
Versuch mit dem HefeeiweiBpraparat in einer Verstarkung der N-Reten- 
tion im inneren Milieu des Kérpers ausgewirkt. Ob das eine oder andere 
auftritt, hangt wohl lediglich mit der jeweiligen allgemeinen Stoff- 
wechsellage der betreffenden Versuchsperson zusammen. 

Im G-gensatz zu dem Versuch mit der Biertrockenhefe war nach 
MaBgabe der Tabelle | bei dem Versuch mit dem HefeeiweiBpraparat, 
obschon von diesem eine um ein Drittel N-Menge (1,8 g N) geringere Dosis 
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gegeben ward, als in jenem Versuch von der Trockenhefe (2,7 g N), eine 
zweifellose, wenn auch nicht sehr bedeutende Erhéhung des Harn- 
quotienten C: N in beiden HefeeiweiBpericden im Vergleich zu den an 
HefeeiweiB freien Perioden eingetreten. Aus den weiter unten mit- 
geteilten Tierversuchen wird ersichtlich, daB unter im iibrigen analogen 
Versuchsbedingungen der Ersatz des Caseins als alleinigen Nahrungs- 
eiweiBes in einer definierten Diat in N-aquimolekularer Menge durch 
frische Hefe oder ein HefeeiweiBpraparat bald zu einer maBigen Er- 
héhung beider Harnquotienten oder des einen oder des anderen fiihrt. 
Man wird daher mit Recht die in den HefeeiweiBperioden bei dem hier 
zur Diskussion stehenden Versuche am Menschen beobachtete Steigerung 
des Kohlenstoffquotienten C:N auf die zusatzliche HefeeiweiBgabe 
beziehen diirfen. In dem Versuche mit der Biertrockenhefe war aber, 
obschon hier eine um ein Drittel gréBere Hefe-N-Menge verabfolgt 
worden war als in dem Versuch mit dem HefeeiweiBpraparat, keine 
Anderung in den Werten der Harnquotienten in den Hefeperioden auf- 
vetreten. Die Erk!arung fiir dieses unterschiedliche Verhalten kann 
folgendermaBen gegeben werden. In dem Versuch mit der Biertrocken- 
hefe waren in der Grunddiat Casein mit 8,7 g N und WeizeneiweiB mit 
3,6 g N Hauptlieferanten des Nahrungs-N. Es waren das EiweiBarten, 
die durch ihre zur Resorption gelangenden Derivate eine vorziigliche 
Oxydationslage einsteuern. In dem Versuch mit dem HefeeiweiS- 
praparat war dagegen das Casein mit 8,7 g N in Gemeinschaft mit 
VollkornroggenbroteiweiB, entsprechend 3,8g¢ N, Nahrungs-N-Trager. 
Dieses letztere unterhalt nun eine etwas schlechtere Oxydationslage als 
das Casein oder WeizeneiweiB. Zu dieser an sich schon nicht mehr ganz 
optimalen NahrungseiweiBmischung im Hefeeiweifversuch kam das 
gleichfalls die Oxydationen nicht ganz optimal steuernde HefeeiweiB, 
das also eine Verstarkung des auf die Oxydationslage minder gut 
witkenden Anteils des NahrungseiweiBes brachte. Darum konnte sich 
wohl in dem Versuch mit dem HefeeiweiBpraparat der wenig giinstige 
KinfluB des HefeeiweiBes auf die Oxydationslage in einer Harnquotienten- 
anderung anzeigen, wihrend er bei dem Versuch mit der Biertrocken- 
hefe sich gegen die bei ihm vorhandene gréBere Menge von EiweiSen, 
die eine optimale Oxydationslage unterhalten, nicht durchzusetzen ver- 
mochte. Da bei den anderen oben referierten Versuchen mit zusatz- 
lichem Genu8B von Biertrockenhefe zu der wechselnden Kost bei der 
iiblichen Volksernahrung keine Anderung in der Oxydationslage in den 
Hefeperioden auf Rechnung der Hefe eintrat, erklart sich wohl daraus, 
daB die, abgesehen von der Hefe, in der iibrigen Nahrung gebotene 
EiweiBmischung bereits derart war, daB sie durch die zusiatzliche Hefe- 
gabe nicht wirkungsvoll verschlechtert werden konnte. Einen genaueren 
Einblick in die bei NahrungseiweiB-Mischungen obwaltenden Aus- 
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wirkungen auf die Oxydationslage gibt meine Arbeit (8): ,,Das Ubergangs- 
stadium im Ablauf des Betriebsstoffwechsels beim EKintritt der Mischung 
von unterschiedlichen Eiweifen in der Nahrung.‘ Da ferner in dem 
Versuch mit dem HefeeiweiBpraparat die Harn-N-Mengen in allen 
Perioden, besonders aber in den Perioden Nr. 2 und 3, Werte in der- 
selben GréBenordnung hatten, darf man annehmen, daB auch in allen 
Perioden die Menge des im inneren Kérpermilieu zirkulierenden Stick- 
stoffs ebenfalls ungefahr gleich war. Von der Quantitét und Qualitat 
der freien Aminoséuren im inneren Milieu des Kérpers wird aber nach- 
weislich primo loco der Ablauf der Oxydationsregulation durch die 
Aminosauren bestimmt. Bei gleicher Menge, wie sie in dem vorliegenden 
Falle wohl annahernd vorhanden war, kann also die hier beobachtete 
Harnquotientenerhéhung nur durch eine Anderung in der Mischung 
dieser freien Aminosaéuren bedingt gewesen sein. Vorziiglich gilt das 
fiir die 2. und 3. Periode. 


Versuch ?. 


In diesem zweiten Versuch wurde das aus Holzzuckerhefe her- 
gestellte EiweiBpraparat zusatzlich zu der tiblichen Nahrung gegeben, 
wie sie sich bei der Verkéstigung im Familienhaushalt in Berlin von 
Mitte Juni bis Mitte Juli 1941 darbot. 


Die in die Versuchszeit fallende, durch Lebensmittelkarten rationierte 
Nahrung wurde vollstandig verzehrt, und es wurde auBerdem von der nicht- 
rationierten Nahrung soviel gegessen, als zur Hungerstillung jeweils er- 
forderlich war. 


Um einen Uberblick iiber die bei dieser Ernahrungsart dem Koérper 
zugefiihrten Mengen von EiweiB und Kalorien zu gewinnen, wurden die 
zum Verzehr gelangenden Lebensmittel genau einzeln abgewogen, darunter 
diejenigen, die in der Kiiche zubereitet werden muSten, in geputztem Zu- 
stande und vor dem Kochen. Der EiweiB- und Kaloriengehalt wurde nach 
den Schallschen Tabellen bestimmt; dabei wurden immer die Gesamt- 
mengen der einzelnen Nahrungsmittel in emer Versuchsperiode zundachst 
festgestellt und aus diesen Werten wurde die Tagesration errechnet. Als 
Getraink diente Kaffeeersatzgetrink neben Limonaden. AlkoholgenuS 
wurde vermieden. 


Die miannliche Versuchsperson (Bastian) war 24 Jahre alt, wog 64,5 kg 
und war véllig gesund. Der Harn war stets frei von Eiwei8 und Zucker. 


Der Versuch zerfiel in vier Perioden, von denen die erste 7 Tage, die 
zweite 5 Tage, die dritte und vierte je 4 Tage dauerte. In der 2. Periode 
wurden taglich 12,1 g (= 0,9 gN), in der 3. Periode taglich 24,2 g (= 1,8 ¢N) 
des Holzzuckerhefeeiweibpraparats zusatzlich gegeben. Der Kot wurde zur 
Analyse gesammelt am 3., 4., 5. und 7. Tage der 1. Periode, am 2., 3. und 
5 Tage der 2. Periode, am 2., 3. und 4. Tage der dritten Periode und am 
2., 3. und 4. Tage der 4. Periode. 

Samtliche Analysenwerte in den folgenden Tabellen III und 1V sind 
Periodenmittelwerte. 

Biochemische Zeitschrift Band 310. 24 








362 A. Bickel: 


Tabelle III. 








er K6rper- Harn- at ie Harn- eng vith Tale 
Period gewicht menge y pee: Vakat-O — C:N ——™ bisa 
Nr in kg in cem = in mg : = : 
l 64,5 2314 8672 11270 8807 0,98 1,28 1,30 
2 64,7 2430 10451 14594 8918 1,17 1,64 1,39 
3 65,1 2697 10645 14855 F890 1,20 1,67 1,39 
+ 64,2 2782 10278 13852 10999 0,93 1,26 1,35 
Tabelle IV. 
Periode Nr. : 1 2 3 4 
Nahrungs-N in g .... +- 12,600 + 11,630 + 13,260 + 13,330 
Roe me 8 ee es 2,151 3,185 3,015 — 9065 
Harn-N-in @ 2.3.65. — 8,807 — 8,918 — 8,890 10,999 
ES ae rere + 1,642 0,473 +. 13865 + 0,266 


Die Nahrungseiweiimenge betrug in der 1. Periode etwa 78,7 g, in dei 
2. Periode etwa 72,7 g, in der 3. Pericde etwa 82,9 ¢ und in der 4. Periode 
etwa 83,3 ¢. Die Nahrung enthielt in der 1. Pericde 3100, in der 2. Periode 
2714, in der 3. Pericde 2890 und in der 4. Pericde 3037 Kalorien. 

Die taglichen Trockenkotmengen waren in der 1. Periode 45,8 g, in 
der 2. Periode 60,1 g, in der 3. Periode 49,4 g, in der 4. Periode 37,4 g. 

Da im Gegensatz zu dem ersten Versuch, bei dem tagtaglich quantitativ 
und qualitativ genau dieselbe Diat, abgesehen von den zusatzlichen Hefe- 
gaben, verzehrt wurde, in dem 2. Versuch die Diat sich von Tag zu Tag 
anderte, kann hier das Ergebnis der N-Bilanzberechnung nur ein approxi 
matives sein. 

Ohne die Hefezulagen betrug der Nahrungs-N in der 2. Periode 10,73 g 
und in der 3. Periode 11,46 g. 

Bei der Beurteilung dieses Versuchs muB man davon ausgehen, 
da8 unter Nichtberiicksichtigung des Hefe-N der Nahrungs-N in der 
2. und 3. Periode im Mittel etwa 11 g betrug, wahrend er in der 1. und 
4: Pericde bei 12,6 und 13.3 g, also im Mittel etwa bei 13 g, lag. Diese 
2¢N Defizit in der 2. und 3. Pericde gegeniiber der 1. und 4. Periode 
konnten durch die kleine HefeeiweiBgabe mit 0,.9¢ N um so weniger 
gedeckt werden, als in beiden Hefeperioden der Kot-N um rund 1g 
héher war als in den hefefreien Pericden. So kam es in der 2. Periode 
mit der kleinen HefeeiweiBgabe zu einer schwach negativen N-Bilanz. 
Als nun in der 3. Periode die gréBere HefeeiweiBgabe mit ihren 1,8 ¢ N 
erfolgte, wurde die N-Bilanz trotz des auch hier vorhandenen erhéhten 
Kot-N-Wertes stark positiv. Da die Kot-N- und Harn-N-Werte in 
beiden Hefepericden aber praktisch gleich waren, mu in der 3. Periode 
das zusatzlich gegebene HefeeiweiB sehr vollstandig resorbiert worden 
sein. DaB es aber auch in der 2. Pericde in gréBtem Umfange resorbiert 
wurde, ist daraus zu schlieBen, daB in der 2. Pericde genau wie in der 
3. Periode eine, in beiden Perioden annahernd gleiche Steigerung beider 
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Harnquotienten vorhanden war gegeniiber der 1. und 4. Periode ohne 
zusitzliche HefeeiweiBgabe (vgl. Tab. LIT). 

Die stark positive N-Bilanz in der ersten Pericde zeigt an, daB die 
Stoffwechsellage der Versuchsperson zu Beginn des Versuchs derart 
war, daB eine starke N-Retention bei der reichlichen EiweiBernahrung 
von 1,22 ¢/kg in dieser Periode herbeigefiihtt wurde. Im Laufe des 
Versuchs trat dann eine Anderung der Stoffwechsellage in der Richtung 
ein, daB in der 4. Periode mit ihrer noch etwas gréBeren Eiweibernahrung 
von etwa 1,3g¢/kg die N-Retention fast véllig gestoppt wurde und 
dafiir ein gesteigerter N-Umsatz mit entsprechender Vermehrung des 
Harn-N und Senkung der Positivitat der N-Bilanz eintrat, obschon 
in dieser 4. Periode der Kot-N-Wert annahernd demjenigen der |. Periode 
entsprach. Es muB sich also im Ver!auf des Versuchs das anfangliche 
N-Bediirfnis fiir den Baustoffwechsel oder die Auffiillung der N-Reserven 
stark vermindert haben. Die Harnquotientenerhéhung in den beiden 
Perioden mit zusatzlicher HefeeiweiBgabe wurde méglich, weil infolge 
ausschlieBlicher Verwendung von Vollkornroggenbrot mit der nicht 
optimalen regulatorischen Wirkung seines EiweiBes auf die Oxydation 
zur Bestreitung des Brotbedarfs in allen Versuchspericden abziiglich 
des HefeeiweiBes in dem NahrungseiweiB diejenigen EiweiBarten tiber- 
wogen, die in ihren Derivaten eine nichtoptimale Steuerung der Oxy- 
dationen im Zwischenstoffwechsel bewirken, bzw. mit den anderen im 
Gleichgewicht standen. Da das Hefeeiweif} zu der Kategorie der die 
Oxydationen nicht optimal regulierenden EiweiBe gehért, bedingte 
seine zusitzliche Gabe eine Verschlechterung der oxydativen Leistung 

In allen Perioden, nicht nur in den HefeeiweiSperioden, lagen daher 
wie es die Tabelle V zeigt, die Harnquotienten héher, als sie bei der in 
dem Versuch vorhandenen quantitativen EiweiBernaihrung — liegen 
diirften, wenn das NahrungseiweifZ durch seine Qualitit die Ein- 
regulierung einer optimalen Oxydationsleistung verbiirgte. Durch den 
Zusatz des HefeeiweiBes erfolgte eine zusdtzliche Verschlechterung det 
Oxydationslage. 

Tabelle V. 





Periode Nr. : ] 2 3 i 
NGUPUNDOCIWOLE O/RR oo. oe ee ce ree cene 120°; -3,12 1 1,27) 18 
Harnquotientenwerte C:N ...........-0.0ee0 0,98 1,17 {20 0,93 
Harnquotientenwert Vakat-O:N............... 1,28 | 1,64 1,67 | 1,26 
Maximale Harnquotientenwerte bei | @,y 0.80 0.95 0.80 0.80 


der gleichen g kg-Menge aber opti- | Vakat-O:N 090 130 0.90. 0.90 
maler Mischung des EiweiBes * 


* Niheres siehe hierzu in meiner Arbeit in der Deutschen mediz. Wochenschr. 1940, Nr. 15 u. 16. 
Bei der auBerordentlichen Ahnlichkeit der Harn-N-Werte in den 
drei ersten Perioden wird man auch in diesen Pericden eine ent- 


24* 
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sprechende Ahnlichkeit in der Menge der im inneren Milieu des Kérpers 
vorhandenen freien Aminosduren, die an der Oxydationssteuerung 
durch die NahrungseiweiBabkémmlinge ja in erster Linie beteiligt 
sind, annehmen diirfen, so daB auch aus diesem Grunde die Harn 
quotientensteigerung in der 2. und 3. Periode nur auf die Anderung der 
Aminosaurenmischung durch den Eintritt der HefeeiweiBaminosiéuren 
in das innere Kérpermilieu zu beziehen ist. Mag auch in der 4. Periode, 
entsprechend der wesentlich gréBeren Harn-N-Menge als in allen anderen 
Perioden, die Quantitaét der freien Aminosiuren sich etwas gehoben 
haben, wodurch an sich eine Verbesserung der oxydativen Leistung 
méglich gewesen ware, so spricht doch die erstaunlich genaue Ein- 
stellung der Harnquotienten der 4. Periode auf die Werte derjenigen 
der 1. Periode mehr dafiir, daB nicht die Erhéhung des N-Umsatzes, 
sondern die qualitative Anderung bei der Mischung der freien Amino- 
siuren im inneren K6rpermilieu durch den Fortfall der Hefeeiweif- 
derivate der fiir die Harnquotientenerniedrigung in dieser 4. Periode 
bis zum Werte in der 1. Periode magebliche Umstand gewesen ist. 


Bemerkenswert scheint mir noch, daB in dem Versuch die Kot-N- 
Menge nicht parallel ging mit der verabfolgten Menge des Hefeeiweif- 
priparats, was fiir eine geringe Beteiligung von nichtresorbiertem 
Hefe-N bei der Bildung des Kot-N spricht. 


Alles in allem lehrt dieser Versuch, da8 bei der iiblichen Ernahrung 
im Familienhaushalt in Berlin um die Juni— Juliwende 1941 die zusatz- 
liche Gabe sowohl kleiner, 0,9 g N entsprechender, wie auch gréBerer, 
18g N entsprechender Mengen des HolzzuckerhefeeiweiBpraparats in 
gréBtem Umfange dem inneren Milieu des Korpers zugute kam. Gewih 
erstaunlich ist die Tatsache, die dieser Versuch nebenbei in seinen 
Ergebnissen uns vorfiihrt, da8 trotz der im Sommer 1941 erfolgten 
Kinschrinkung des Fleischverzehrs und trotz der gerade wahrend der 
Versuchszeit sich fiithlbar machenden Verknappung der Kartoffeln, sich 
die tagliche NahrungseiweiBquantitat ohne Zurechnung des Hefe- 
eiweiBes zwischen 1,0 und 1,3 g/kg bewegte, also mengenmaBig beim 
Optimum lag, das wir mit 1,2—1,3 g/kg beziffern, qualitativ hinsicht- 
lich der regulatorischen Wirkung auf die Oxydationslage zwar deutlich, 
aber doch nicht beunruhigend hinter dem Optimum zuriickblieb. 


Versuch 3. 


In dem dritten Versuch wurde bei der Gemeinschaftsernahrung in 
einem Internat in Berlin Ende Juni und Anfang Juli 1941 vergleichend 
die Wirkung N-aquimolekularer Mengen des Holzzuckerhefeeiweif- 
praparats und von Holzzuckertrockenhefe auf den Stoffwechsel gepriift. 
Es entsprachen diese Mengen jeweils 11,25 g ReineiweiB (N - 6,25) oder 
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18g N. Denn es enthielt 1 g des HefeeiweiBpraparats 0.07519 g N und 
1g der Holzzuckertrockenhefe 0.0644 ¢ N. 


Bei diesem Versuch war es wegen der Gemeinschattsverpflegung nicht 
méglich, die Nahrungsstickstoffmenge durch Abwiegen der einzelnen 
Nahrungsmittel und Berechnung nach der Schallschen Tabelle annihernd 
zu bestimmen. Die Kost anderte sich in ihrer Zusammensetzung von Tag 
zu Tag, wenn auch im woéchentlichen Turnus eine gewisse GleichmaSigkeit 
in der Ernahrung bestand. 

Die mannliche, 24 Jahre alte Versuchsperson (Schmutz) wog 62,2 kg 
und war vollig gesund. Der Harn war immer frei von EiweiS und Zucker. 

Der Versuch zerfiel in vier Perioden, von denen die erste 8 Tage, die 
zweite, dritte und vierte je 7 Tage dauerte. In allen Perioden wurde aus- 
schlieBlich die Internatskost unter Verbrauch samtlicher jeweils falliger 
Lebensmittelkartenabschnitte gegessen; in der zweiten Periode wurden 
zusatzlich taglich 24,2g (= 1,8g N) des HefeeiweiBpriparats und in de1 
4. Periode zusatzlich taglich 28,3g (= 1,8 g¢ N) Holzzuckertrockenhete 
genossen. Als Getréink diente Kaffeeersatz-Jufus und Limonade. Alkoho! 
wurde gemieden. 

Die 24stiindige Kotmenge wurde bei stets regelmaBigem Stuhl in der 
2. und 3. Periode jeweils am 6. und 7. Tage, in der 4. Periode am 2. und 
3. Tage gesammelt. 

Die folgende Tabelle VI bringt die Periodenmittelwerte. 


Tabelle VI. 





KOorper- Harn- Harn- 


Periode ; Harn-C , Harn-N ae Vakat-O Vakat-O 
gewicht menge : Vakat-O : Z C:N os : 
Nr. in kg in ecm = in mg igi :N :¢ 
1 62,2 1006 8001 10582 8899 0,81 1,19 1,32 
2 62,2 993 8310 11 27 8754 0,95 1,29 1,36 
s 62,2 1056 8505 11327 9666 0,88 1,17 1,33 
4 62,2 910 8645 11 155 222 0,94 1,21 1,29 


Tabelle VII. 





Periode Trockenkot in g Kot-N in g 
Nr. pro Tag pro Tag 
1 oe onm 
2 70,0 2,120 
3 61,7 1,974 
4 55,0 2,318 


Bis auf die 3. Periode, in der der Harn-N einen aus der Reihe fallenden 
hohen Wert von 9,7 g hatte, waren die Harn-N-Mengen in allen Pericden 
sehr ahnlich und lagen bei etwa 9g. Die zusitzliche Gabe von 1,8 g N in 
der 2. und 4. Periode hat sich also jedenfalls am Harn-N-Wert nicht be- 
merkbar gemacht. Da auch der Kot-N, der in der 3. Pericde ohne Zugabe 
von HefeeiweiB oder Trockenhefe fast 2 g betrug, in der 2. Periode mit der 
Gabe des HefeeiweiBpriparats nur um 0,1 g und in der 4. Periode mit der 
Trockenhefegabe zwar etwas mehr, aber doch immer nur um 0.3 ¢ N ver- 
gleichsweise erhéht war, muB entweder in beiden Perioden das HefeeiweiB 
sehr vollstandig resorbiert und retiniert woiden sein, oder es wurde in 
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dieser 2. und 4. Periode weniger Eiweib um Rahmen der Internatskost 
verzehrt, so daB dann das HefeeiweiB im wesentlichen als Ersatz fiir fehlendes 
KiweiB eingetreten ware. Das ist aber bei der von mir wiederholt fest- 
gestellten auffallend gleichmaBigen Ernahrung in diesem Internat unwahr 

scheinlich. Dazu kommt, daB die Harn-N-Vermehrung in der hefeeiwei® 

freien Periode Nr. 3 ungezwungen in dem Sinne gedeutet werden kann, da{ 
in der 2. Periode mit der HefeeiweiBgabe retinierter Stickstoff zum Teil in 
der 3. Periode wieder ausgeschieden wurde. Wenn auch die Harnquotienten 
in allen Perioden sehr ahnlich waren, so macht sich dennoch eine gewisse 
Tendenz zum Anstieg in den beiden Hefeperioden bei beiden Quotienten 
bemerkbar. DaB es nicht zur Entwicklung einer zweitelstreien Quotienten 

erhebung kam, kann entweder daran liegen, daB zu wenig Hefeeiweil 
resorbiert wurde, wogegen die Kotuntersuchung mit ihrem Ergebnis spricht, 
oder daran, da8 die EiweiBmischung im Rahmen der Internatsverpflegung 
so beschaffen war, daB das HefeeiweiB keine nennenswerte Anderung in 
dem Charakter der Mischung herbeizufiihren vermochte. 

Da nun jedenfalls das HefeeiweiBpriparat wie die Holzzucker- 
trockenhefe in dem Umfange von je 1,8¢ N taglich in der 2. baw. 
4. Periode verzehrt wurden und sich im Kote zwar eine sehr leicht 
erhéhte, aber dennoch keine ungewdhnlich groBe N-Menge vorfand, 
mu} das Eiweif8 in dem HefeeiweiBpraparat wie auch in der Holzzucker- 
trockenhefe zumindest in gr6Berem Umfange resorbiert worden sein. 
Ob es dabei nun im Korper zu einer N-Retention gekommen ist oder 
ob das HefeeiweiB als Ersatz fiir anderes in der Internatskost in jenen 
Perioden fehlendes EiweiB gedient hat und eine Retention nicht statt- 
fand, oder ob beides gleichzeitig vorlag, ist nicht sicher zu entscheiden. 
Als sicher kann man nur gelten lassen, daB das Eiweif in dem Holz- 
zuckerhefeeiweiBpraparat, wie auch in der Holzzuckertrockenhefe 
umfinglich dem inneren Milieu des Kérpers zugute gekommen ist, als 
es zusatzlich zu einer Internatskost in einer 1,8 g¢ N entsprechenden 
Menge genossen wurde. Einen Unterschied von Belang zwischen der 
Wirkung des HolzzuckerhefeeiweiBpriparats und der Holzzucker- 
trockenhefe auf den Stoffwechsel hat dieser Versuch nicht gezeigt. 


Zusammenfassend ist iiber die Versuche mit zusitzlicher Gabe von 
Biertrockenhefe, Holzzuckertrockenhefe oder dem Holzzuckerhefe- 
eiweiBpriparat folgendes zu sagen. Immer stellt sich beim Genuf der 
genannten Hefeprodukte in 0,9—1,8 bzw. 2,7 g N entsprechenden Dosen 
eine gewisse Kot-N-Vermehrung ein, deren Ausma8 aber nicht obliga- 
torisch mit der GréBe der Dosis der genannten Hefeprodukte parallel! 
geht. Die Resorption des Hefe-N war bei der Biertrockenhefe und dem 
HolzzuckerhefeeiweiBpraparat sehr vollstiéndig, wenn diese Produkte 
zusitzlich zu einer blanden, taglich gleichbleibenden Stoffwechseldiat 
verabfolgt wurden. Das gleiche traf fiir das HolzzuckerhefeeiweiB- 
praparat auch dann zu, wenn es in Dosen, entsprechend 0,9 oder 1,8 g N, 


zusitzlich zur Kost bei der Verpflegung im Familienhaushalt gegeben 
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wurde. Bei zusitzlicher Gabe in einer 1,8 g N entsprechenden Menge von 
Holzzuckertrockenhefe oder dem HolzzuckerhefeeiweiBpraparat bei der 
Verkéstigung in einem Internat war kein Unterschied in der Wirkung 
heider Hefeprodukte auf den Stoffwechsel festzustellen und die Resorp- 
tion ihres Stickstoffs schien auch bei dieser Ernaihrungsweise recht 
umfanglich zu sein, wihrend bei einem analogen Versuch mit der Bier- 
trockenhefe und Dosierungen in 0,9 oder 2,7 g N entsprechenden Mengen, 
besonders mehr bei der kleinen als bei der groBen Menge, der Hefe-N 
weniger vollstandig dem inneren Kérpermilieu zugute gekommen sein 
cliirfte. 

In Abhangigkeit von der Art der NahrungseiweiBmischung lieB die 
zusitzliche Gabe der genannten Hefeproedukte die Oxydationslage im 
Zwischenstoffwechsel entweder unbeeinfluBt oder verschlechterte sie 
etwas, 

Il. 

Uber die Wirkung des Genusses von Hefeprodukten auf die Oxy- 
dationslage im Zwischenstoffwechsel haben die im Abschnitt I be- 
sprochenen Versuche bereits einige Aufklirung gebracht. Die dort 
mitgeteilten Beobachtungen am Menschen sollen in diesem Abschnitt [1 
nunmehr durch Tierversuche erginzt werden. 


Versuch a. 

Vergleich der Wirkung korrespondierender Diaten mit Casein oder 
frischer Bierhefe (PreBhefe) in N-aquimolekularen Mengen auf die Lage 
der Harnquotienten C: N und Vakat-O:N an einer Gruppe von zehn 
weiBen Ratten. 


Zusammensetzung der Caseinnahrung fiir zehn Tiere: Casein 10g, 
Lebertran 20 cem, Riibenzucker 30 g, Kartoffelstarke 50 g, Salzgemisch 2 g, 
Apfelsinensaft 10cem, Wasser 600cem. N-Gehalt 1,223 g; Kalorien- 
gehalt 502. 

Zusammensetzung der Hefenahrung fiir zehn Tiere: Frische PreBhete 
55,92, Lebertran 20 cem, Riibenzucker 26g, Kartoffelstarke 50g, Salz- 
gemisch 2g, Apfelsinensaft 10 cem, Wasser 600 cem. N-Gehalt 1,222 g¢; 
Kaloriengehalt 501. 

Es enthielt 1g Casein 0,1183g¢ N, 1g frische PreBhefe 0.0211 ¢ N, 
lg Kartoffelstarke 0,0008 g N. 

Das Salzgemisch war in diesem und allen anderen Tierversuchen das 
Gemisch 185 von Me Collum. 

Bei der Futterbereitung wurden bei diesem und den anderen Tier 
versuchen samtliche Nahrungsbestandteile inklusive der jeweiligen Hefe- 
praparate mit Ausnahme der Vitamintrager Lebertran, Apfelsinensaft oder 
bei anderen Versuchen der die Vitamingruppen A, B, C und D enthaltenden 
Tranpraparate Tetravitol cder Sanostol zu einem Brei gekocht, dem nach 
Beendigung des Kochens d.ese hier genannten Vitamintriiger zugemischt 
wurden. Die tigliche Nahrungsration wurde gewohnlich vollstandig von 
der jeweiligen Tiergruppe aufgefressen. Jcde Gruppe saB in einem Stoff- 
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wechselkiifig, der es gestattete, Harn und Kot getrennt aufzufangen. Im 
24stiindigen Sammelharn jeder Gruppe wurden die Analysen gemacht 
Der Kot wurde periodenweise zum Zweck der Trockenkot- und Kot-N 
Bestimmung gesammelt. 

Jede Versuch periode dauerte 7 Tage; an den letzten 5 Tagen jeder 
Periode wurden die Analysen gemacht. In den Analysentabellen sind 
lediglich de Periodenmittelwerte verzeichnet. Die Werte fiir C, Vakat-O 
und N, wie fiir Trockenkot und Kot-N beziehen sich auf zehn Tiere, die ersten 
drei Werte auf die Zeit von 24 Stunden, die Kot-Werte auf die Zeit von 
5 Tagen. Die Werte fiir das Kérpergewicht beziehen sich auf ein Tier. 


Tabelle VIII. 





Tee Kérper- a ae Harn- xX Trocken- ,- 
Perlode gewicht Harn-( Vakat-O ‘[_e . ON O:N kot soap 
Nr. ing in mg ng | in g sete 


1 Caseindiat 299 809 1380 758 1,07 1,82 12,6 0,63 
2 Hefediat 228 921 1188 744 1,24 1,60 19,9 1,11 
3 Hefediat 227 983 1518 748 1,31 2,03 18,8 1,06 


Aus der Tabelle VIII wird ersichtlich, da8 im Vergleich zur Casein- 
periode in den beiden Hefeperioden Trockenkot und Kot-N-Mengen 
stark erhéht waren und daB bei annaihernd gleichen Harn-N-Werten 
in allen Perioden der Ersatz des Caseins durch die Hefe zu einer maBigen 
progressiven Steigerung des Kohlenstoffquotienten (C: N) gefiihrt hat, 
wahrend der Oxydationsquotient (Vakat-O : N) einen scharferen Anstieg 
nach einer voriibergehenden Senkung erfuhr, der ihn iiber den Wert in 
der Caseinperiode hinaushob. 


Versuch b. 


Vergleich der Wirkung korrespondierender Diaten mit Casein oder 
HolzzuckerhefeeiweiBpraparat in N-aquimolekularer Menge auf dic 
Lage der Harnquotienten C: N und Vakat-O: N an einer Gruppe von 
10 weiBen Ratten. 


Zusammensetzung der Caseinnahrung fiir zehn Tiere: Casein 10 ¢. 
Kartoffelstarke 56,8g, Riibenzucker 40g, Lebertran Ill ecem, Sanostol 
leem, Salzgemisch 2g, Wasser 600 cem. N-Gehalt der Diat 1,128 ¢: 
Kaloriengehalt etwa 532. 

Zusammensetzung der HefeeiweiBnahrung: HolzzuckerhefeeiweiBprapa 
rat 14,4 ¢, Kartoffelstarke 52,2 g, Lebertran 11 eem, Sanostol 1 ecm, Salz 
gemisch 2g, Wasser 600 cem. N-Gehalt der Diaét 1,125 g; Kaloriengehalt 
etwa 540. 

Es enthielten 1 g Casein 0,1083 g N, 1 g HolzzuckerhefeeiweiBpraparat 
0,0752 g N; 1g Kartoffelstarke 0,0008 g N. 


Tabelle IX, 





cacae Kérper- ain Siok Harn- : : “=e i 
Period gewicht — Vakat-O seg -N \ mee =? 
Nr. in g B in mg 8 nad : 
1 Caseindiat 130 426 820 418 1,03 L397 1,92 
2 Hefeeiweibdiat 127 353 519 278 1,27 1,85 1,48 
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Aus der Tabelle IX ergibt sich, daB der Ersatz des Caseins durch 
HolzzuckerhefeeiweiBpraparat zu einer Steigerung des Quotienten C: N 
gefiihrt hat, wahrend der Quotient Vakat-O:N keine ins Gewicht 
fallende Anderung erkennen lie. 

Versuch ec. 

Vergleich der Wirkung korrespondierender Diaten mit Casein und 
BierhefeeiweiBpraparat in N-aquimolekularen Mengen auf die Lage der 
Harnquotienten C: N und Vakat-O:N an je einer Gruppe von zehn 
weiBen Ratten. 

Zusammensetzung der Caseinnahrung fiir zehn Tiere: Casein 11,4 g, 
Kartoffelstarke 49 g, Riibenzucker 30 g, Lebertran 9 ccm, Tetravitol 1 cem, 
Salzgemisch 2g, Wasser 600 ccm. N-Gehalt der Diit 1,271 g; Kalorien- 
gehalt 450 (Gruppe Nr. 1). 

Zusammensetzung der HefeeiweiBnahrung fiir zehn Tiere: Bierhefe- 
eiweiBpriparat 15,8 g, Kartoffelstirke 45g, Riibenzucker 30g, Lebertran 
9cem, Tetravitol l1ecem, Salzgemisch 2g, Wasser 600 cem. N-Gehalt der 
Diat 1,268 g; Kaloriengehalt 460 (Gruppe Nr. 2). 

Ks enthielt 1 g Casein 0,1083 g N, 1 g BierhefeeiweiBpraparat 0,078 g N, 
lg Kartoffelstarke 0,0008 g N. 


Tabelle X. 





a ; Korper- : . Harn- , . —e rot 
Gruppe eowileht Harn-( Vakat-O Harn-N ON Vakat-O — Vakat-0 
= “ in mg 5 in mg :N ye 

Nr ing in mg 
1 159 450 670 455 0,99 1,46 1,49 
2 140 391 620 326 1,23 1,92 1,58 


Die Analysen wurden stichprobenmaBig bei jeder Gruppe an 2 Tagen 
in der Mitte der in diesem Versuch ausnahmsweise nicht siebentagigen, 
sondern neuntigigen Fiitterungspericde gemacht. 

Beide Harnquotienten zeigten bei den mit Hefeeiwei gefiitterten 
Tieren einen deutlich héheren Wert, als bei den mit Casein ernahrten. 


Saimtliche Tierversuche a, b und ¢ bekunden, worauf auch schon 
die Beobachtungen am Menschen hinwiesen, dai} sowohl die Hefe als 
solehe, wie auch die aus Holzzuckerhefe cder Bierhefe gewonnenen 
HefeeiweiBpraparate, wenn jeweils eines dieser drei Produkte der alleinige 
N-Trager in einer definierten Versuchsdiit ist, im Vergleich zu einer 
entsprechenden Diadt mit Casein als alleinigem Nahrungs-N-Trager 
einen die Harnquotienten C:N und Vakat-O:N_ steigernden EinfluB 
austiben. Diese Wirkung ist also offenbar an die Eigenart des Hefeciweifies 
gekniipit. Die Tierversuche zeigen ebenso wie die Versuche am Menschen 
bei dem die Hefeprodukte zusdtzlich zu anderer KiweiBnahrung gegeben 
wurden, daB die genannte Wirkung sich bald an nur einem Harn- 
quotienten, bald an beiden, eventuell unter Bevorzugung des einen 
oder des anderen hinsichtlich ihrer Starke, offenbart. Es gehdrt somit 
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das Hefeeiweifh zu denjenigen Eiweifarten, die die Oxydationen im 
Zwischenstof/wechsel nicht optimal regulieren, nicht fiir eine so voll- 
stindig als mégliche energetische Ausnutzung des zur Verbrennung 
velangenden Gesamtmaterials sorgen. Andererseits unterstreicht die 
verhaltnismaBig geringe, die Harnquotienten steigernde Wirkung des 
HefeeiweiBes und die Inkonstanz bei der Wirkung auf die beiden 
Quotienten C : N und Vakat-O : N, indem bald der eine, bald der andere, 
bald beide, sei es gleich oder unterschiedlich stark betroffen werden, die 
Richtigkeit des Platzes, den ich in meiner diesbeziiglichen Tabelle (9) 
dem HefeeiweiB angewiesen habe: es nimmt eine Zwischenstellung ein 
zwischen den die Oxydationen optimal steuernden Liweifiarten (tierische 
KiweiB>, WeizeneiweiB, ReiseiweiB u.a.) und denjenigen, die eine 
deutliche Unterwertigkeit in diesem Betracht besitzen, ohne aber schon zu 
der Gruppe der die Oxydationen wenig befriedigend oder ungeniigend 
regulierenden EiweiBsorten zu rechnen. Das HefeeiweiB gehért mit 
dem Eiwei8 der Sojabohne, der SiiBlupine, der Haselnu8 zu einer 
Gruppe mit Riicksicht auf die Art der Oxydationssteuerung im Zwischen- 
stoffwechsel durch die resorbierten Aminosauren. Im iibrigen ist be- 
merkenswert, daB sich im Tierversuch, wie auch oft im Versuch am 
Menschen eine Erhéhung des Trockenkotes und des Kot-N-Gehalts bei der 
Heflegabe nachweisen lieB. 


II. 


Ich wende mich nunmehr den Versuchen zu, die uns iiber den 
KinfluB der in diesem Aufsatz behandelten Hefeprcdukte auf den 
Leberglykegengehalt unterrichten. Da bei diesen Untersuchungen 
Analysen der Leber erforderlich sind, mute der Menschenversuch 
unterbleiben. Als Versuchstiere dienten weiBe Ratten. Die allgemeine 
Anordnung der Versuche war folgende. 


Gruppen weiBer Ratten aébnlichen Kérpergewichts wurden etwa 
1—2 Wochen mit den die genannten Hefeprodukte oder in N-aquimole- 
kularen Mengen Casein enthaltenden, im iibrigen annahernd gleichartig 
zusammengesetzten D.dten gefiittert. Die tagliche Nahrungsration war so 
bemessen, dai sie quantitativ von der betreffenden Gruppe verzehrt wurde. 
Jede Gruppe saB in emem Stoffwechselkafig. Bei den unter sich zu ver- 
gleichenden Beobachtungen wurden die Versuche gleichzeitig vorgenommen 
und die Kafige mit den zu vergleichenden Gruppen nebeneinandergestellt, 
um eine Gleichheit der allgemeinen Versuchsbedingungen zu gewihrleisten. 

Die Futterbeschickung der Kafige fand vormittags zwischen 1] —12 Uhr 
statt; 22 Stunden nach der letzten Futterbeschickung fand die Tétung der- 
jenigen Tiere durch Genickschlag statt, deren Lebern analysiert werden 
sollten. Unmittelbar hintereinander wurden die zu vergleichenden Tier- 
gruppen getétet. Die Entnahme der Lebern aus dem Tierkérper, das 
Abtupfen der Leberoberfliche von etwa anhaftendem Blute, die Zerlegung 
der Lebern durch einige Scherenschnitte und Uberbringung der gemeinsam 
zu analysierenden Lebern in ein mit hei®er Kalilauge beschicktes und 
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tariertes Glaskélbchen wurde so schnell als méglich vorgenommen. Das 
Gewicht der frischen Lebern wurde aus der Gewichtszunahme des Kélbchens 
mit der Kalilauge ermittelt. Die Glykogenbestummung erfolgte nach dei 
Methcde von Pfliger-Bésl (10). Der Glykogentraubenzucker wurde nach 
der Methode von Hagedorn-Jensen bestimmt. 

Die Analysenzahlen in den folgenden Tabellen beziehen sich auf den 
Glykogentraubenzuckergehalt der frischen Lebern. Immer wurden die 
Lebern mehrerer Tiere einer Gruppe der Gemeinschaftsanalyse zugefiihrt, 


Versuch x. 


Vergleich der Wirkung korrespondierender Nahrungsgemische, in 
denen entweder Casein oder Biertrockenhefe in N-aquimolekularer 
Menge die N: os-N-Trager sind. 

Menge die Nahrungs-N-Trager sind 

Zusammensetzung der Caseindiit fiir zehn Tiere: Casein 11,4¢, Leber- 
tran 9cem, Tetravitol leem, Riibenzucker 30g, Kartoffelstarke 49 g, 
Salzgemisch 2 g, Wasser 600 eem. N-Gehalt der Didt: 1,2883¢ N: Kalorien- 
gehalt etwa 425. 

Zusammensetzung der Hefediat fiir zehn Ratten: Buiertrockenhefe 
13,7 g, Lebertran 9cem, Tetravitol leem, Riibenzucker 30g, WKartoffel- 
starke 47 2g, Salzgemisch 2 g, Wasser 600 cem. N-Gehalt der Diat 1,280 ¢; 
Kaloriengehalt etwa 421. 

Es enthielten 1g Casein 0,1083 ¢ N, lg Biertrockenhete 0,090 ¢ N, 
lg Kartoffelstarke 0,001 g¢ N. 

Das mittlere Gewicht eines der zehn auf Caseinkost gesetzten Tiere 
betrug zu Beginn des Versuchs 158 g, nach elftagiger Fiitterung 160 g, das- 
jenige eines der zehn mit Hefe ernahrten zu Beginn des Versuchs 142 g, 
nach elftagiger Fiitterung 144g. Von jeder Gruppe wurden je fiinf Tiere 
nach 1] Fiitterungstagen und je fiinf Tiere nach 12 Fiitterungstagen ana- 
lysiert. 


Tabelle XI. 





- . _ Zahl der — Glykogen- Mittelwert 
Fiitterungs- Zahl der gemeinsam analysierten Dextrosegehalt des Glykogen- 
art Fiitterungstage Lebern in 9/5 Dextrosegehalts 
und ihr Gewicht : in © 
Caseindiat 1] 6; 34,5¢ 3,254 5317 
. *. ° . > « ‘ ‘ . ‘ 
Caseindiat 12 5; 383¢ 3.80 
Bierhefediat 1] 5; 37,8¢ 3,227 | 3313 
. * - ws Par Owte 
Bierhefediat 12 ) 34,7 g 3,400 | 


Der Versuch zeigt, daB der Glykogengehalt der Leber derselbe 
ist, einerlei ob in N-aquimolekularen Mengen bei sonst annahernd 
gleicher Diadtzusammensetzung Casein oder Biertrockenhefe der 
Nahrungs-N-Trager ist. 


) 


Versuch p. 

Vergleich der Wirkung korrespondierender Nahrungsgemische, in 

denen in N-aiquimolekularer Menge entweder Casein, Biertrockenhefe 
oder Ho!zzuckertrockenhefe der Nahrungs-N-Trager ist. 
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Zusammensetzung der Caseindiat fiir zehn Ratten: Casein 10g, Kar 
toffelstarke 56,8 g, Riibenzucker 40g, Lebertran 11 cem, Sanostol 1 cem, 
Salzgemisch 2g, Wasser 600 ccm. N-Gehalt der Diadt 1,140 g¢; Kalorien 
gehalt etwa 536. 

Zusammensetzung der Biertrockenhefediit fiir zehn Ratten: Bier- 
trockenhefe 12g, Kartoffelstarke 54,8g, Riibenzucker 40g, Lebertran 
ll cem, Sanostol 1 cem, Salzgemisch 2g, Wasser 600 cem. N-Gehalt der 
Diat 1,132 ¢; Kaloriengehalt etwa 536. 

Zusammensetzung der Holzzuckertrockenhefediit fiir zehn Ratten 
Holzzuckertrockenhefe 16,8 g, Kartoffelstirke 50g, Riibenzucker 40g, 
Lebertran 1] cem, Sanostol 1 cem, Salzgemisch 2 ccm, Wasser 600 cem. 
N-Gehalt der Diit 1,132 g; Kaloriengehalt etwa 536. 

Es enthielten 1g Casein 0,1083g¢ N, 1g Biertrockenhefe 0,090 ¢ N. 
1g Holzzuckertrockenhefe 0.0644 ¢ N, 1g Kartoffelstarke 0,001 g N. 

Die mittleren Gewichte der einzelnen Tiere betrugen zu Beginn und 
am Ende des Versuchs bei den fiinf mit Casein gefiitterten Tieren 150 g 
und 158g, bei den zehn mit Bierhefe ernahrten 102 und 106g, bei den 
zebn mit Holzzuckerhefe gefiitterten 127 und 120g. Von den fiinf auf 
Caseinkost gesetzten Tieren war ein Tier am 6. Fiitterungstage, von den 
zehn mit Bierhefe ernahrten ein Tier am 8. Fiitterungstage aus unbekannte? 
Ursache gestorben. Die zehn Tiere der Holzzuckerhefegruppe hatten 
keinen Verlust. 

Die im vorstehenden jeweils fiir zehn Tiere angegebenen Diaiten wurden 
immer genau der tatsachlich vorhandenen Tierzahl angepaBt. 


Tabelle XIT. 





Zahl der Zahl der Glykogen- Mittelwert 

Fiitterungs- Fiitterungs- gemeinsam analysierten Dextrosegehalt des Glykogen- 

art tage Lebern "in 0 Dextrosege halts 
und ihr Gewicht " in © 
Caseindiat 7 a: Shite 2,839 
Bierhefediat 7 5; 33,9 g | 9 579 
Bierhefediat 7 4; 22,9¢ | ete 
Holzzuckerhefediat 7 So: 2022 | 2535 
Holzzuckerhefediat 7 5; 282¢ | sai 





Als Ergebnis dieses Versuchs ist zu buchen, daB sich kein be- 
merkenswerter Unterschied im Glykogengehalt der Lebern zeigt. 
einerlei ob die Tiere mit Casein oder Biertrockenhefe oder Holzzucker- 
trockenhefe als Nahrungs-N-Tragern in N-aquimolekularen Mengen im 
Rahmen im iibrigen fast gleichartiger Diaten ernahrt wurden. 


Versuch y. 
Vergleich der Wirkung korrespondierender Nahrungsgemische, in 
denen in N-aquimolekularen Mengen entweder Casein oder das Bier- 
hefeeiweiBpraparat der Nahrungs-N-Trager ist. 


Zusammensetzung der Caseindiat fiir zehn Ratten: Casein 11,4 g, 
Kartoffelstarke 49 g, Riibenzucker 30 g, Lebertran 9 ccm, Tetravitol 1 ecm. 
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Salzgemisch 2g, Wasser 600 cem. N-Gehalt der Diat 1,284 g; Kalorien- 
gehalt etwa 450. 


Zusammensetzung der Diit mit dem BierhefeeiweiBpraparat fiir zehn 
Ratten: BierhefeeiweiBpraiparat 15,8 g, Kartoffelstirke 45 g, Riibenzucker 
30 g, Lebertran 9 ccm, Tetravitol 1 ccm, Salzgemisch 2 g, Wasser 600 cem. 
N-Gehalt der Diat 1,277 g, Kaloriengehalt etwa 454. 


Es enthielten | g Casein 0,1083g N, 1 g BierhefeeiweiBpriparat 0,078 g N, 
lg Kartoffelstarke 0,001 g N. 

Die mittleren Gewichte der einzelnen Tiere betrugen zu Beginn und 
zu Ende des Versuchs bei den zehn mit Casein ernahrten Tieren 158 und 
160 g, bei den zehn Tieren mit dem BierhefeeiweiBpraparat 141 und 140 g. 
Von jeder Gruppe wurden je fiinf Tiere nach 11 und 12 Fiitterungstagen 
der Analyse unterworfen. 


Tabelle XIII. 





. 
Zahl der Zahl der Glykogen- Mittelwert 
Fiitterungs- Fiitterungs- gemeinsam analysierten Dextrosegehalt des Glykogen- 
art tage Lebern in %o Dextrosegehalts 
und ihr Gewicht in %'y 
Caseindiat 11 5; 84,6¢g 3,254 | 23128 
Caseindiit 12 5; 38,3¢ 3,380 | acted 
BierhefeeiweiBdiat 1] 5; 36,0g 3,666 3 780 
BierhefeeiweiBbdiat 12 5; 33,9 g 3,893 | te 


Der Glykogengehalt der Lebern bei der Diat mit dem Bierhefe- 
eiweiBpraparat war um etwa 14°, hoher als derjenige bei den Tieren 
mit der Caseindiat. 

Versuch 0. 

Vergleich der Wirkung korrespondierender Nahrungsgemische, in 
denen in N-aquimolekularer Menge entweder Casein oder das Holz- 
zuckerhefeeiweiBpraparat der Nahrungs-N-Trager ist. 


Zusammensetzung der Caseindiat fiir zehn Ratten: Casein 10 g, Kar- 
toffelstirke 56,8 g, Riibenzucker 40 g, Lebertran 11 cem, Sanostol | cem, 
Salzgemisch 2 g¢, Wasser 600 cem. N-Gehalt der Diait 1,140 ¢: Kalorien 
gehalt etwa 536. 


Zusammensetzung der HolzzuckerheteeiweiBdiat fiir zehn Ratten: 
HolzzuckerhefeeiweiBpraparat 14,4 g, Kartoffelstarke 52,2 g, Riibenzucker 
40 g, Lebertran 1] cem, Sanostol leem, Salzgemisch 2g, Wasser 600 ccm, 
N-Gehalt der Diit 1,135 g; Kaloriengehalt etwa 532. 


Es enthielt 1g Casein 0,1083 g N, 1g Holzzuckerhefeeiweibpraparat 
0.0752 ¢ N. lg Kartoffelstarke 0,001 g¢ N. 


Die mittleren Gewichte der einzelnen Tiere betrugen zu Beginn und zu 
Ende des Versuchs bei den zehn mit Casein ernahrten Tieren 146 und 
154g, bei den zehn der mit HefeeiweiB gefiitterten Gruppe I 129 und 131 g, 
bei den zehn der ebenso ernahrten GruppelII 134 und 124g. Von der Gruppe! 
waren aus unbekannter Ursache wahrend des Versuchs zwei Tiere und von 
der Gruppe II drei Tiere gestorben. 
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Tabelle XIV. 





Zahl der Zahl der Glykogen- Mittelwert 


Fitterungs- Fiitterungs- @meinsam analysierten — pextrosegehalt _de8 Glykogen- 


art tage ae ag in °/, a 
Caseindiat 14 5: 44,5 ¢ 2,042 | 5 155 
Caseindiat 15 5; 37,3 g 2,268 Kye cee 
Holzzuckerhefe- 

eiweiBdiat 15 4; 25,3 g 2,822 | 
Holzzuckerhefe- 2,939 
eiweiBdiat 15 4; 242¢ 3,057 | 
Holzzuckerhefe- 3.020 
eiweibdiat 14 4; 25,2 g 3,095 gaa 
Holzzuckerhefe- 3,101 
eiweibdiat 15 3; 22,3¢ 3,107. ‘| 


Im Mittel enthielten die Lebern der Tiere, die das Holzzuckerhefe- 
eiweiBpraparat bekommen hatten, 40,1°, Glykogentraubenzucker mehr 
als die Tiere, die mit der Caseindiat ernalhrt worden waren. 


Es ist gewiB auffallend, daB die beiden HefeeiweiBpriparate und 
besonders das aus Holzzuckerhefe gewonnene im Vergleich zum Casein 
einen héheren Leberglykogenbestand bewirken als die entsprechenden 
Trockenhefepraparate, von denen wir hérten, daB sie sich in dieser 
Hinsicht genau wie Casein verha!ten. DaB fiir diesen Unterschied die 
N-Substanz in den verschiedenen Praparaten verantwortlich zu machen 
ist, liegt im Bereich der Méglichkeit, wenn namlich nicht der gesamte N 
der frischen Hefen, wie er sich auch in den Trockenhefen findet, in den 
HefeeiweiBpraiparaten enthalten ware, diese also eine andere N-Substanz- 
mischung darstellten als die Trockenhefen. Man mu aber auch daran 
denken, daB in den HefeeiweiBpraparaten sich als Begleitstoffe des 
EiweiBes Substanzen finden, die in den Trockenhefen sozusagen in 
gréBerer ,,Verdiinnung’ enthalten sind, in den HefeeiweiBpraparaten 
bei der Fallungsprozedur in den Niederschlag mitgerissen werden und 
sich in dem endlichen EiweiBpraparat in héherer Konzentration vor- 
finden als in den Trockenhefen. Es miiBte sich in diesem Falle um 
Substanzen handeln, die, wie z. B. das Lecithin*, schon in geringster 
Menge groBe Wirkungen auf den Leberglykogengehalt im Sinne einer 


* Anmerkung. Die diesbeziiglichen Lecithinbestimmungen wurden so 
durchgefiihrt, da8 von jedem Praparat 150 g im Soaleth-Apparat 8 Stunden 
mit Alkohol und 4 Stunden mit Ather extrahiert wurden. Die vereinigten 
Alkohol-Ather-Extrakte wurden eingeengt, bei 80°C getrocknet und ge- 
wogen. Es ergaben sich folgende Resultate: 


Bergintrockenhefe (Holzzuckerhefe) ...... 2,90 g Riickstand 
1000 mg Substans oo. ee ees 854 mg Phosphormolybdat 


ROO id Fa RR 1,23, Phosphor 
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Steigerung desselben ausiiben. Man mu auch an derartige Substanzen 
mit hemmender Wirkung auf den Leberglykogengehalt denken, die in 
den HefeeiweiSpraiparaten in prozentual verminderter’ Menge im Ver- 
gleich zu den Trockenhefen vorhanden sein kénnten. 

Der nicht unerhebliche Unterschied, der sich in bezug auf die 
Glykogenanreicherung in der Leber zwischen den beiden Hefeeiweib- 
praparaten findet, deutet um so mehr darauf hin, daB er mit der Her- 
stellung der Praparate zusammenhangt, als die beiden Trockenhefen 
einen Unterschied in bezug auf ihre Leberwirkung iiberhaupt nicht 
erkennen lieBen. 

Es bedarf keiner besonderen Begriindung, da bei allen diesen 
Versuchen tiber den Einflu8 der genannten Hefeprodukte auf den 
Leberglykogenbestand es sich im Hinblick auf die Zusammensetzung 
der Diaten nicht um die Glykogenbildung aus Hefeeiweif handeln 
kann, ja nicht einmal um diejenige aus Hefebestandteilen iiberhaupt, 
sondern daB im wesentlichen nur regulatorische Wirkungen dieser 
Substanzen auf diejenigen Vorgainge zur Anschauung gebracht werden, 
die die Trager der G!ykogenbildung und -stapelung in der Leber sind. 


Meine Studie iiber den ernahrungsphysiologischen Wert des Hefe- 
eiweiBes, die sich bisher ausschlieBlich mit der Resorption des Eiweibes 
bei seiner Darreichung in Form von Trockenhefen oder von HefeeiweiB- 
praparaten, wie mit der Wirkung dieser Prcdukte, wie auch der frischen 
Hefe auf die Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel und auf die Ein- 
stellung des Leberglykogengehalts befaBt hat, wiirde unvollstandig sein, 
wenn nicht auch noch kurz des Wertes gedacht wiirde, den das Hefe- 
eiweiB auf den Baustoffwechsel hat. Hierzu liegen Versuche von Mangold, 
Stotz und Columbus (11) vor in bezug auf das Eiwei8 der Kartoffelhefe. 
Bei Versuchen an Schweinen fanden sie als Wert fiir ,,Erhaltung* 
94°, fiir ..Erhaltung und Wachstum* 73°,. Dor Wert fiir Erhaltung 
ist mit 94°, gewi8 auffallend hoch fiir ein pflanz'iches EiweiB. Der 
niedrige Wert fiir Erhaltung und Wachstum mit 73°, zeigt an, daB 
das HefeeiweiB im Vergleich zu den tierischen EiweiBen kein voll 
wertiges EiweiB ist. Das konnte man schon auf G und seiner Zu 
sammensetzung aus den Aminosiurenbausteinen voraussehen. 


Zellstofftrockenhefe (Holzzuckerhefe) ..... 2,01 g¢ Riiekstand 
FOO WE SADOCBRS 6 owas vc cek ce cues sews 524 mg Phosphormolybdat 
MOURNE 3 45's 3 Saxe cn aieeslae 0,75 % Phosphor 
HolzzuckerhefeeiweiBpraiparat ........... 2,90 g Riickstand 
LOOG IG DUUBERNS 5 5.6 6 oo ce ese ves 7,2 mg Phosphormolybdat 
APONTE S50 eS ie 0,01°, Phosphor 


Das Eiwei®Bpriparat ist also wesentlich armer an Lecithin als die 
Trockenhefen. 
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Zusammenfassung. 


In Stoffwechselversuchen an Menschen, weifBen Ratten und 
Schweinen wurde tiber den ernahrungsphysiologischen Wert des Hefe- 
eiweiBes folgendes gefunden: 


1. Bei dem GenuB von frischer oder getrockneter Bierhefe, wie 
von Holzzuckertrockenhefe oder von aus diesen Hefearten hergestellten 
HefeeiweiBpriparaten, die jedoch neben dem reinen HefeeiweiB noch 
einen reichen Ballaststoffgehalt besitzen, nimmt meistens die Trocken- 
kotmenge und der Kot-N-Gehalt zu, ohne daB jedoch eine konstante 
Relation zwischen der Menge der genossenen Hefeprodukte und der 
GréBe der Zunahme der beiden Kotfaktoren nachweisbar ist. 


2. In der Regel wird die in den genannten Hefeprodukten dem 
Verdauungskanal zugefiihrte N-Substanz gut resorbiert und kann in 
Abhangigkeit von der itibrigen Ernahrungsart und der allgemeinen 
Stoffwechsellage des Kérpers zu einer Erhéhung des N-Umsatzes im 
inneren Kérpermilieu eder zu N-Retentionen daselbst fiihren. Bei der 
zusatzlichen Gabe der genannten Hefeprodukte zu einer blanden, tag- 
tiglich gleichartigen Kost ist die N-Resorption gelegentlich deutlicher 
und vollstandiger als bei der Zugabe zu einer von Tag zu Tag wechseln- 
den Nahrung. Bei der Gabe des HefeeiweiBpraparates scheint sich dazu 
im letzteren Falle auch schon der GenuB kleinerer Mengen im inneren 
Milieu des Kérpers geltend zu machen, als bei dem GenuB von Trocken- 


hefe. 

3. Fiir den Baustoffwechsel hat das HefeeiweiB einen Wert, der 
demjenigen ungefihr entspricht, der den am besten hierfiir geeigneten 
pflanzlichen EiweiBen zusteht. Im Vergleich zum Fleisch-, Eier- und 
MilcheiweiB ist das HefeeiweiB aber fiir diese Stoffwechselphase unter- 
wertig. 

4. Fiir den Betriebsstoffwechsel hat das HefeeiweiB, soweit es sich 
um die Steuerung der Oxydationen handelt, einen Wert zweiten Ranges. 
indem es in seiner diesbeziiglichen Wirkung hinter derjenigen der die 
Oxydationen optimal regulierenden tierischen EiweiBe und den dazu- 
gehérigen pflanzlichen EiweiBen (Weizen-, Reis-, HirseeiweiB) etwas 
zurickbleibt. Bei der Steuerung des Leberglykogengehalts verhalt sich 
die Trockenhefe wie Casein, wahrend das HefeeiweiBpraparat aus 
vorlaufig unbekannten Griinden einen mehr oder weniger hédheren 
Leberglykogengehalt einreguliert. 


5. Alles in allem liefern die untersuchten Trockenhefen und _ be- 
sonders die HefeeiweiBpriparate fiir die menschliche Ernahrung und 
die landwirtschaftliche Viehzucht wertvolles EiweiB. 
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Beziehungen der Qualitat des NahrungseiweiBes zum Ablauf des Betriebs- 
stoffwechsels. S.41. Basel, Verlag B. Schwabe u. Cie., 1938. 10) Bosl, 
diese Zeitschr. 202, 299, 1928. — 11) Mangold, Stotz u. Columbus, For 
schungsdienst, Organ der deutschen Landwirtschaftswissenschaft 10, 183, 
1940. -- 12) J. Schiilein, Die Bierhefe als Heil-, Nahr- und Futtermittel. 
Dresden u. Leipzig, Verlag Steinkopf, 1935. 13) H. Scholler, Zeitschr. f. 
Volksernihrung 16, 31, 1941. 
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Kin neues lichtelektrisches Kolorimeter. 
Ill. Mitteilung: 
Messungen bei konstanter Temperatur. 
Von 
R. Havemann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 27. Oktober 1941.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Temperaturanderungen kénnen in zweifacher Hinsicht bei exakten 
kolorimetrischen Messungen eine Fehlerquelle bilden, durch welche die 
rein photometrisch gegebene MeBgenauigkeit gefaihrdet werden kann. 
Kinmal ist die Lichtabsorption mancher Substanzen nicht unabhangig 
von der Temperatur. Besonders wenn man die Messungen mit poly- 
chromatischem Licht im Gebiet einer’ Absorptionskante (Spektral- 
gebiet, wo die Absorption stark von der Lichtwellenlange abhangt) 
ausfiihrt, haben bereits geringe Verschiebungen der Kante, wie sie bei 
manchen Stoffen durch Temperaturinderung bewirkt werden, einen 
starken Einflu8B auf die gemessenen Absorptionswerte. Obgleich man 
bei der Wahl der Lichtfilter solche Gebiete des Absorptionsspektrums 
auch aus anderen Griinden tunlichst meidet, besteht doch manchmal 
keine andere Moéglichkeit zur kolorimetrischen Bestimmung eines 
Stoffes, z. B. wenn der EinfluB anderer gefarbter Begleiter ausgeschaltet 
werden soll. In solchen Fallen ist eine Konstanthaltung der Temperatur 
der untersuchten Lésungen erwiinscht. Abgesehen von diesem immerhin 
nicht sehr haufigen Fall erméglichen temperaturkonstante Kiivetten 
die Ausfiihrung physikalisch-chemischer Messungen, z. B. die Messung 
von Reaktionsgeschwindigkeiten usw. 

Eine weitere erheblich wichtigere Fehler quelle bei kolorimetrischen 
Messungen, die sich gleichfalls bei Messungen im Gebiet von Absorptions- 
kanten besonders stark bemerkbar macht, bilden die Anderungen der 
Temperatur des Gliithfadens der als Lichtquelle dienenden Gliihlampe. 
Diese Fehlerquelle ist lange Zeit wenig beachtet worden, worauf Kortiim 
und Grambow (1) neuerdings hingewiesen haben. Die Temperatur und 
damit die spektrale Energieverteilung ist bei den modernen hoch- 
geheizten Gliihlampen sehr stark von der angelegten Spannung ab- 
haingig. Die unvermeidlichen Spannungsschwankungen, die durch die 
wechselnde Belastung des Leitungsnetzes entstehen, kénnen deshalb 
auch bei der zuverlassigen Substitutionsmethode, die in dem vom 
Verfasser (2) (3) angegebenen lichtelektrischen Kolorimeter zur An- 
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wendung gelangt, Fehler von mehreren Prozent bewirken. Hierauf hat 
der Verfasser bereits ausfiihrlich hingewiesen (4) (5) und auch ein Ver- 
fahren angegeben, um den Einflub dieser Fehlerquelle quantitativ zu 
beriicksichtigen. Hier soll kurz ein neues wesentlich einfacheres und 
sehr zuverlassiges Verfahren beschrieben werden, durch welches es 
méglich ist, die Gliihfadentemperatur konstant zu halten und damit 
diese Fehlerquelle ganzlich auszuschalten. AnschlieBend sollen einige 
neue Formen von Kiivetten beschrieben werden, die sich beim Gebrauch 
mit dem Gerat des Verfassers! bewahrt haben, darunter eine temperatur- 
konstante Ausfiihrung. 


1. EKinfaches Verfahren 
zur Einstellung einer definierten Gliihfadentemperatur. 

Das Maximum der Lichtemission der Gliihlampen liegt auberhalb 
des sichtbaren Bereichs im infraroten Gebiet. Da die Empfindlichkeit 
der Sperrschichtphotozellen nicht sehr weit in das Infrarot hineinreicht, 
liegt das Maximum der mit diesen Zellen gemessenen (scheinbaren) 
Intensitat im sichtbaren Rot. Von da ab sinkt die gemessene Intensitat 
trotz Anstiegs der Zellenempfindlichkeit bis zu deren Maximum im 
Griinen mit abnehmender Wellenlinge sehr schnell ab. ° Aus diesem 
Grunde erfordern kolorimetrische Bestimmungen gelber Stoffe eine 
besonders gute Abfilterung des roten und griinen Spektralgebietes und 
die Anwendung empfindlicher elektrischer Anzeigeinstrumente. Die 
Lage des photoelektrischen Wirkungsmaximums ist aus den oben 
bereits kurz erlauterten Griinden stark von der Gliihfadentemperatur 
abhangig. Bei einer gegebenen spektralen Empfindlichkeitsverteilung 
der Photozelle ist deshalb die mit einer solchen Zelle gemessene Absorp- 
tion des Gliihlichtes durch ein selektiv absorbierendes Filter stark von 
der Gliithfadentemperatur abhangig. Diese Abhangigkeit kann man zur 
Standardisierung der Gliihfadentemperatur benutzen, indem man mit 
Hilfe eines regelbaren Vorschaltwiderstandes die Temperatur des 
Glithfadens dermaBen einstellt, daB sich bei der Messung der Absorption 
eines Standardfilters ein bestimmter einmal festgelegter Wert ergibt. 

Da wie gesagt das Maximum der photoelektrischen Wirkung bei 
Gliihlampe und Sperrschichtphotozelle im roten Spektralgebiet liegt. 
ist als Standardfilter ein blaues Filterglas mit einer nach kiirzeren 
Wellenlangen abfallenden Absorption besonders geeignet. Das Schott- 
sche Filterglas BG 7 in | mm Starke entspricht diesen Anforderungen. 
Es wird fiir diesen Zweck von der Herstellerfirma! mit eingraviertem 
Absorptionssollwert geliefert. In den Stromkreis der Glithlampe wird 
ein Schiebewiderstand von 80 Ohm geschaltet. Es ist zweckmabig, 


! Hersteller: W. Kauhausen, Berlin-Dahlem. 
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den Widerstand mit einer willkiiriichen Teilung zu versehen. Die Ab- 
hangigkeit des mit Hilfe des Kolorimeters gemessenen Absorptions- 
wertes des Standardfilters von der Einstellung des Widerstandes zeigt 
Abb. 1. Die Abhangigkeit ist praktisch linear. Da der Sollwert des 
hierbei benutzten Standards 729 Teilstriche betrug, ergab sich also als 
richtige Widerstandseinstellung die Stellung 14,5. Die richtige Ein- 
stellung des Widerstandes kann 














Tells 

“Hor durch Probieren oder auch durch 
| ox™ Messung des Absorptionswertes 
‘a | atl bei zwei Widerstandseinstellun- 
Pat gen a und b mit Hilfe der fol- 
PP genden Formel gefunden werden : 

= aed BR | __ Sw—Ta P ’ 

| sea fees 

” 5 7) ae (x gesuchte Widerstandsein- 
rare toad stellung, Sw = Sollwert, Ta und 


Vorschaltwiderstandes =” ; 

Abb. 1. Abhiingigkeit der Lichtabsorption Ub Absorptionswerte des Stan- 

des Standardfilters (BG 7) vom Vorschalt- dards bei den Widerstandsein- 
wideemaed. stellungen a und J). 

Die Zuverlassigkeit des hier beschriebenen Verfahrens geht aus den 
folgenden Messungen hervor: Unter Verwendung von vier verschiedenen 
alten und frischen Gliihlampen wurde die Absorption des gelben Filter- 
glases GG 5 fiir Licht der Filterkombination BG 24 + BG7 gemessen 
(alles Schott-Filter), Das Filter GG5 hat in dem von dieser Filter- 
kombination durchgelassenen Bereich eine steile Absorptionskante. 
so daB Temperaturanderungen des Gliihfadens einen sehr starken Ein- 
fluB auf die gemessenen Absorptionswerte haben (4). Das Ergebnis 

der Messungen ist in 





Tabelle I. Tabelle I zusammenge- 
= stellt : 
Glihlampe Einstellung des Gemessener Wert 7 vhietlnaet. 
Nr. Vorschaltwiderstandes (Teilstr.) Der dure hschnitt 
liche Fehler betragt bei 
1 16,5 432.5 diesen Messungen nur 
ae pag 0.4 ‘Teilstriche, d. h 
16,5 433,0 &  Teaatrions, | “G. “a. 
2 22,0 432,5 weniger als ein Promille 
; ¢ 99 AQ9O F . 
2 22,0 132,5 des MeBwertes. Dies 
2 22,0 433,0 : sie hoover 
3 14.5 433.0 Ergebnis zeigt die aus- 
3 14,5 434,0 gezeichnete Leistungs- 
3 14,5 433,5 fihiokeit di 
j : ph go aihigkeit dieserMethode. 
4 21,5 433,5 vem . 
4 21,5 432.5 [hr besonderer Wert liegt 
4 21,5 433,0 darin, daB es méglich 


Mittelwert: 433,0,+0,88 wird, den unvermeid- 
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lichen Alterungsproze der Gliihlampen auszugleichen, der auf der 
fortschreitenden Verdampfung des Fadens beruht. Hierdurch steigt 
der Widerstand der Glithlampe an und die Gliihfadentemperatur sinkt 
ab. Der EinfluB dieses Vorgangs auf das Ergebnis der Messungen kann 
auch mit Hilfe von Spannungsstabilisatoren nicht ausgeschaltet werden, 
worauf der Verfasser bereits friiher aufmerksam gemacht hat (4). 
Stabilisatoren sind bei dem hier beschriebenen Verfahren nur dann 
erforderlich, wenn in dem zur Verfiigung stehenden Leitungsnetz starke 
kurzzeitige Spannungsschwankungen auftreten, die man an einem 
unruhigen Tanzen des Nullinstrumentes und der schlechten Reprodu- 
zierbarkeit der Messungen erkennen kann. Die normalen tageszeitlichen 
Schwankungen der Spannung lassen sich jedoch mit diesem Verfahren 
leicht ohne Inanspruchnahme eines Stabilisators paralysieren. 


II. Kiivetten fiir Messungen bei konstanter Temperatur 
und einige andere neue Kiivettenformen. 


Von zwei Seiten wurde neuerdings gegen das von mir angegebene 
Kolorimeter der Einwand gemacht, das durch Erwarmung der Lésungen 
eine erhebliche Fehlerquelle entstehen kénnte {B. Lange (6) und G@. Kor- 
tiim (7)|. Ich glaube, da mir dieser Vorwurf erspart geblieben ware, 
wenn die beiden Autoren mit meinem Gerat praktisch gearbeitet hatten. 
Nach langerem Brennen der 100-Watt-Gliihlampe tritt zwar eine Er- 
wirmung des Apparates ein, doch halt sich die Temperaturzunahme 
der zum Zwecke der Messung in den Apparat gebrachten Kiivetten in 
durchaus bescheidenen Grenzen. In der kurzen Zeit, die zur Aus- 
fiihrung einer Messung benétigt wird, betragt namlich die Temperatur- 
zunahme sogar bei Messungen ohne Lichtfilter nur 0.3—0,49C. Wenn 
man die Gliihlampe nur kurzzeitig einschaltet, so daB die Erwarmung 
des Apparates gering bleibt, betrigt die Erwarmung der Lésungen 
wihrend der Messung sogar weniger als 0,1°C. AuBerdem spielt bei der 
iiberwiegenden Mehrzahl der kolorimetrischen Messungen eine geringe 
Temperaturzunahme der Lésungen tiberhaupt keine Rolle. Dies geht 
schon daraus hervor, da®B z. B. bei keiner einzigen von den 91 Methoden, 
die in dem bekannten Buch von Thiel (Absolutkolorimetrie) beschrieben 
werden, die Vorschrift gemacht wird, da bei einer bestimmten Tem- 
peratur zu messen ist. Eine solche Vorschrift ware ja auch bei den 
weniger genauen visuellen Methoden notwendig, wenn zwischen etwa 10° 
und 25°C eine gréBere Anderung der Lichtabsorption als 1%, zu er 
warten ware; denn mit diesem Temperaturintervall muB man rechnen, 
wenn man bedenkt, daB bei vielen Methoden die zuvor erhitzten Lésungen 
mit Leitungswasser abgekiihlt werden. 

Aber auch bei den wenigen tiberhaupt bekannten Methoden, bei 
denen die Lésungen bei einer definierten Temperatur gemessen werden 
















382 R. Havemann: 
miissen, kann man angesichts der wirklich eintretenden geringfiigigen 
Temperaturerhéhungen ohne Inanspruchnahme besonderer Mittel mit 
dem von mir angegebenen Kolorimeter zuverlassig messen. In manchen 
Fallen ist aber eine genaue Einhaltung einer bestimmten Temperatur 
der Lésungen iiber langere Zeit wiinschenswert, besonders bei physi 
kalisch-chemischen Messungen. Hierfiir kann die in Abb. 2 dargestellte 
Kiivette Verwendung finden, deren konstruktive Einzelheiten aus der 
Abbildung geniigend ersichtlich sind. Diese Kiivette wird mit einem 
Thermostaten verbunden, der eine Pumpe fiir die Durchstrémung an- 
geschlossener Apparate mit Thermostatenfliissigkeit besitzt (z. B. dem 
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Abb. 2. Ummantelte Kiivette fiir Abb. 4. Riithrkiivett« 
Messungen bei konstanter (Anschmelzung bei 1 
Temperatur. i. tangential, hierdurch 
Abb. bod wirkt der Riihrer als 
DurchfluB-Kiivette. Zentrifugalpumpe). 


Ultrathermostaten nach Héppler). Mit dieser Kiivette, die in ver- 
schiedenen Ausfiihrungen (Mikro- und Normalkiivetten) hergestellt 
wird, ist die Handhabung ebenso einfach wie mit den gewéhnlichen 
Kiivetten. 

In Abb. 3 und 4 sind zwei weitere praktische Kiivettenarten dar- 
gestellt: die DurchfluBkiivette und die Riihrkiivette. Die Durchfluf- 
kiivette ist bei Serienuntersuchungen von Vorteil. Mit Hilfe der Riihr- 
kiivette kénnen Farbumschlage oder Farbbildung bei Zusatz bestimmter 
Reagentien kolorimetrisch verfolgt werden. Hiermit ist beispielsweise 
die Ausfiihrung von Titrationen mit visuell schlecht erkennbarem 
Umschlagspunkt in ahnlich bequemer und sicherer Weise durchfiihrbar. 
wie eine potentiometrische Titration. 
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Zusammenfassung. 

Es wird ein neues Verfahren beschrieben, das erméglicht, die Gliih- 
fadentemperatur der Kolorimetergliihlampe konstant zu halten. Wie 
an Messungen gezeigt wird, wird hierdurch eine gefahrliche Fehlerquelle 
bei absolutkolorimetrischen Messungen mit polychromatischem Licht 
ausgeschaltet . 

Es werden kurz einige neue Kiivettenformen beschrieben, darunter 
eine Kiivette fiir fortlaufende Messungen bei konstanter Temperatur. 


Literatur. 
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lsolierung und Kristallisation des Girungsferments 
Enolase. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dablem 
(Eingegangen am 22. Oktober 1941.) 


Mit 5 Abbildungen im Text 


Das Ferment Enolase ist 1934 von Lohmann und Meyerhof) in 
dialysiertem Muskelsaft entdeckt worden. Es ist das Garungsferment 
das die 2-Phosphoglycerinsaure unter Entziehung von Wasser ir 


Phosphobrenztraubensaure verwandelt : 


CH,OH CH, 
CHOPO,H, H,O0 = Cc -OPO,H.. 
COOH COOH 


Wir beschreiben in dieser Arbeit die L[solierung und Kristallisatio: 
der Enolase aus Hefe 2. 

Test. 

Da die Phosphorsaure in der Phosphoglycerinsaure fester gebunde) 
ist als in der Phosphobrenztraubensaure, so nimmt bei der Wirkung 
der Enolase der ..saurelabile Phosphor** zu, durch dessen Bestimmung 
man also die Enolase nachweisen kann. Dies war die Methode vor 
Lohmann und Meyerhof. Als Testreaktion bei der Ausarbeitung eine- 
[solierungsverfahrens ware sie zu umstandlich gewesen. 

Unser Enolasetest ist ein optischer Test. Phosphobrenztrauben 
saure absorbiert, da sie eine Enolverbindung ist. die ultraviolett 
Wellenlange 240 my stark, wahrend Phosphoglycerinsaure 240 mu nicht 
wesentlich absorbiert. Gibt manalso zu einer Lésung von Phosphogl vcerin 
siure Enolase, so nimmt die Lichtabsorption bei 240 m+, zu. und die G: 
schwindigkeit dieser Zunahme ist ein schnelles und genaues Mal 
den Enolasegehalt der zu prifenden Lésungen 

Zur Ausfiihrung des Testes geben wir in einen Quarztrog, desser 
Schichtdicke 0,5 cm betragt, 3 ccm einer etwa m 300 Phosphog! vceri: 
saurelésung. Die nach Zusatz der Enolase auftretende Lichtschwachung 


1 K. Lohmann u. O. Meyerhot, diese Zeitschr. 273, 60, 1934. sh 
laufige Mitteilung O. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 29, 589, 194! 
Zusatz bei der Korrektur: Vgl. auch P. Ohlmeyer u. R. Dufait, Nat 

°9. 672. 1941 (Heft vom 31. Oktober 
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wird von Minute zu Minute lichtelektrisch gemessen (Abb. 1). Zwei 
Ablesungen geniigen im allgemeinen zur Berechnung des Enolasegehalts. 


Im wesentlichen dieser schnellen Methode verdanken wir die Er- 
gebnisse dieser Arbeit. Denn die Zeit, die die Ausarbeitung eines 
[solierungsverfahrens erfordert, ist die Zeit des Testens. Auch die vielen 
Messungen, die zur quantitativen Untersuchung der Fluoridhemmung 
notwendig waren, hatten ohne den optischen Test nicht ausgefiihrt 
werden kénnen. 

Nicht nur die Enolase, son- a i wee 


dern auch andere Garungsfer- ss a 
mente kann man mit unserer Pg 
Methode bestimmen, z. B. die 7 

Mutase, die 3- und 2-Phos- 
phoglycerinsaure ineinander 
umwandelt; das Ferment, das 


oe 


die Phosphobrenztraubensiure = Py /retehe jocem. 


dephosphoryliert; die Carbo- 68 
xylase, die die Brenztrauben- 
siure decarboxyliert. 

Stellt man mit Enolase 
das Gleichgewicht 


a4 











2-Phosphogl ycerinséure= Phos- 0 7 é J id 5Min 
phobrenztraubensdéure + H,O _ Abb. 1. Optischer Enolasetest. 
ss In ig/t, der Logarithmus der Lichtschwachung, 
ist proportional der Konzentration der 


her und fiigt dann Mutase zu oe ” 
- Phosphobrenztraubensdure. 


der Gleichgewichtsmischung, so 
bildet sich 3-Phosphoglycerinsaure auf Kosten der beiden anderen 
Sauren, d.h. die Lichtabsorption geht zuriick. 

Gibt man zu Phosphobrenztraubensaure das Ferment, das sie 
dephosphoryliert, so geht die Lichtabsorption zuriick, weil Brenz- 
traubensdure in neutraler Liésung weniger enolisiert ist als Phospho- 
brenztraubensaure. 

Gibt man zu Brenztraubensdure das Ferment, das sie decarboxyliert, 
so geht die Lichtabsorption zuriick, weil alles Enol verschwindet. 


Co-Ferment. 


Enolase, die in dialysiertem Muskelsaft entdeckt worden ist, galt 
bisher! als ein Ferment, das ohne Co-Ferment wirksam ist. Aber schon 
nach den ersten Reinigungsschritten fanden wir, daB die Enolase kein 
einfaches Protein, sondern ein konjugiertes dissoziierendes Metall- 


1 0. Meyerhof u. W. KieBling, diese Zeitschr. 276, 239, 1935; O. Meyer- 
hof, Naturwiss. 28, 490, 1935. 
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protein ist. Das reine Enolaseprotein ist katalytisch unwirksam. Es 
wird erst zum Ferment durch Vereinigung mit Salzen des Magnesiums, 
des Mangans oder des Zinks. Wahrscheinlich ist das im Leben mit dem 
Enolaseprotein verbundene Metall Magnesium, mit dem das Protein 
zur Halfte gesattigt ist, wenn die Magnesiumsulfatkonzentration in der 
Lésung betragt: 


2,8 - 10-3 Mole/Liter (Phosphatpuffer, px 6,74), 
6,1 - 10-4 Mole /Liter (Bicarbonatpuffer, px 7,34). 


Kinetik. 
Fiir den Verlauf der umkehrbaren Reaktion 


! 


2-Phosphogl ycerinsiure @. Phosphobrenztraubenséiure + H,O 
gilt die Differentialgleichung 


dc _O-€ 
Yio kf 
wo C die Gesamtkonzentration der beiden Sauren ist, c die Konzentration 
der Phosphobrenztraubensaure zur Zeit t und F die Fermentkonzentra- 
tion. k, und ky sind Geschwindigkeitskonstanten. 

Aus der strengen Giiltigkeit dieser G'eichung folgt, daB die beiden 
Substrate, 2-Phosphoglycerinséure und Phosphobrenztraubensaure, von 
der Enolase gebunden werden; daB sie genau gleich fest gebunden werden : 
und daB sie nur gebunden an das Ferment reagieren. /, und kg sind 
also Geschwindigkeitskonstanten innermolekularer Proteidreaktionen. 
Sie sind, obwohl die beiden Substrate gleich fest gebunden werden, 
nicht gleich, sondern k,, die Geschwindigkeitskonstante der Phospho- 
brenztraubensaéurebildung, ist gréBer als ky, die Geschwindigkeitskon- 
stante der Riickreaktion. 





Isolierung. 


Das Ausgangsmaterial ist Lebedew-Saft aus getrockneter Bierhefe. 
Die wesentlichen Schritte sind Fraktionierungen mit Aceton und Alkohol, 
Fillung mit Nucleinsadure als Nucleoproteid, Erhitzen in 5°,iger Magne- 
siumsulfatlésung. Dann wird dialysiert und getrocknet. Die Ausbeute 
an Protein vom Reinheitsgrad 0,75 betragt etwa 6 g aus 3 kg Trocken- 
hefe. Die restlichen 25% Verunreinigung werden durch die Kristallisa- 
tion entfernt. 

Enolase ist also ein Ferment, dessen Isolierung verhaltnismabig 
einfach ist. 

Kristallisation. 

Weder die Kristallisation des freien Enolaseproteins noch der 

Magnesiumverbindung ist uns gelungen. Dagegen fanden wir, daB das 
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Mercurisalz des Enolaseproteins schén und leicht kristallisiert, wenn 
man eine Lésung des Proteins in Ammonsulfatlésung, die in bezug auf 
freies Ammoniak n/10, in bezug auf Mercurisulfat m/200 ist, langsam 
eindunstet (Abb. 2). 

Das Quecksilbersalz ist katalytisch unwirksam, es kann durch 
Magnesiumealze nicht aktiviert werden. Lést man es aber in cyanid- 
haltiger ammoniakalischer Ammonsulfatlésung, so fallt bei Zusatz von 
mehr Ammonsulfat das freie, mit Magnesiumsalzen aktivierbare Enolase- 





Abb. 2. Quecksilbersalz des Enolaseproteins. Vergré8erung 300 fach. 


protein aus. Vollstandiger ist die Entfernung des Quecksilbers, wenn 
man gegen cyanidhaltige ammoniakalische Ammonsulfatlésung dial ysiert. 
Wie es scheint, ist die Methcde der Fermentkristallisation als Queck- 
silbersalz allgemeiner anwendbar. Sie hat sich bereits in zwei weiteren 
Fallen! bewahrt, bei der Kristallisation der oxydierenden’ Garungs- 
fermente aus Jensen-Sarkom und aus Muskeln. i: 


Fluoridhemmung. 

Die Fluoridhemmung der Gairung — von der seit der Arbeit 
Effronts2 von 1890 Wissenschaft und Technik vielfachen Gebrauch 
gemacht haben — ist nach Lohmann und Meyerhof? im wesentlichen 
eine Hemmung der Enolase. Denn von den fluoridempfindlichen 
Garungsfermenten ist Enolase das empfindlichste Ferment. 

1 F. Kubowitz u. P. Ott, Naturwiss. 29, 590, 1941. — ? I. Effront, 


Bull. Soe. Chim. Paris (3) 4, 337, 1890. — * K. Lohmann u. O. Meyerhof, 
diese Zeitschr. 273, 60, 1934. 
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Meyerhof und KieBling 1, die die Fluoridhemmung in dialysiertem 
Muskelsaft untersuchten, machten dabei die Beobachtung, daB die 
Fluoridempfindlichkeit der Enolase um so kleiner war, je langer der 
Muskelsaft vorher dialysiert worden war; und weiterhin 2? und im Zu- 
sammenhang damit, ,,daB bei Entfernung des anorganischen Phosphats 
die Fluoridhemmung der Enolase sehr abgeschwacht ist‘‘. Versuche 
zum Beleg dieser Bemerkung hat Meyerhof nicht mitgeteilt. Wahr- 
scheinlich ist bei langerer Dauer der Dialyse oft auch das zur Wirkung 
der Enolase notwendige Metallsalz aus dem Muskelsaft herausdialysiert 
worden und mit der Fluoridhemmung auch die Wirkung der Enolase 
verschwunden, so daB die Versuche, zumal sie mit einem Gemisch 
simtlicher Géarungsfermente angestellt wurden, keine eindeutigen 
Resultate gaben. 

Wir haben die Wirkung des Fluorids auf die reine Magnesium. 
enolase untersucht, wobei uns von vornhercin klar war, daB die Fluorid- 
wirkung irgendwie mit dem Magnesium zusammenhiangen miisse: sei 
es, daB das Fluorid das Magnesium in der Lésung bindet: sei es, dal 
das Fluorid das Substrat von dem Magnesium des Ferments verdrangt : 
sei es, daB eine Magnesium-Fluoridverbindung das Magnesium von dem 
Protein verdringt. Versuche, bei denen wir die Konzentrationen des 
Magnesiumsulfats und des Fluorids variierten, haben ergeben, daf die 
letzte der drei Méglichkeiten zutrifft. 

Es ist aber nicht Magnesium-Fluorid, das das Magnesium von dem 
Fermentprotein verdringt, sondern ein komplexes Magnesium-Fluoro- 
phosphat. Denn die spezifische Fluoridhemmung der Magnesiumenolase 
tritt nur auf, wenn mit dem Fluorid auch Phosphat zugesetzt wird. 

Variiert man die drei Substanzen, durch deren Zusammenwirken 


nach dem Gesagten die Fluoridwirkung entsteht Magnesiumsalz. 
Fluorid und Phosphat —, so tritt gleiche Hemmung der Magnesium- 


enolase immer dann auf, wenn das Produkt 


Cug ‘po, *¢Fluorid 
den gleichen Wert hat. Es ist daraus zu schlieBen, da8 Fluorid die 
Magnesiumenolase durch die umkehrbare Verdrangungsreaktion hemmt : 


Mg-Fluorophosphat + Mg-Enolase = Mg-Fluorophosphcenolase 


“ 
+ Mg-Salz. 
Dies gilt jedenfalls fiir Fluoridkonzentrationen von 10-* bis 
10-2 molar. Es mag sein, daB bei hohen Fluoridkonzentrationen auch 
die einfachere Verdrangungsreaktion 


Mg-Fluorid + Mg-Enolase 2 Mg-Fluoroenolase + Mg-Salz 


zur Hemmung beitragt. 


10. Meyerhofu. W. Kiefling, diese Zeitschr. 276, 239, 1935. — ? 0. Meyer- 
hof u. W. Schulz, ebenda 297, 60, 1938. 
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1. 2-Phosphoglycerinsdure. 


Die Séure ist von W. Kiefling' durch Oxydation des #-Phospho- 
glyeerins 
CH,OH 


CHOPO,H, 
CH, OH 


mit Brom in neutraler Lésung dargestellt worden. Wir verfuhren folgender- 
maen: 

4g des neutralen Natriumsalzes des Phosphoglycerins? wurden in 
30 com Wasser gelést. 7,6 g¢ Bariumacetat (1,5 Molekiile) wurden zugesetzt. 
Dann wurde bei Zimmertemperatur im Laufe von 20 Minuten mit 1,75 cem 
Brom (5,5 g entsprechend 3,7 Atome Brom) oxydiert, wobei die Reaktion 
durch 37 cem Zweifach-n-Natronlauge neutral gehalten wurde. Dabei fiel 
das neutrale Bariumsalz der 2-Phosphoglycerinséure aus. Zur Vervoll- 
stindigung der Fallung blieb die Fliissigkeit etwa 1 Stunde bei 0° stehen. 
Das Bariumsalz wurde auf der Zentrifuge zweimal mit 40 ecm Wasser ge- 
waschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. E:halten 5,6 g. Gesamt-P 
6,34, anorganischer P 0,15°%, Wasser, das beim Trocknen im Hoch- 
vakuum bei 60° abgegeben wurde, 18,7 °, (5 Mole). Auf die trockene Sub- 
stanz berechnet war also der P-Gehalt 7,8, berechnet fiir das neutrale 
Bariumsalz (C,H,O,P, Ba;.,) 7,96 %. 

Reinigung. 1,8g des neutralen exsikkatortrockenen Bariumsalzes 
wurden mit 13,2 cem n Schwefelsiure umgesetzt. Das Bariumsulfat wurde 
abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Die Lésung wurde mit 10,4 cem 
n Natronlauge neutralisiert (Volumen dann etwa 30 ecm). 

Zu der Lésung wurden 1,5cem 5 %ige MgSO, - 7 H,O zugefiigt und soviel 
Ammoniak, da®B die Lésung in bezug auf Ammoniak normal war. Nach 
l7stiindigem Stehen bei 0° wurde das Magnesium-Ammonium-Phosphat 
abzentrifugiert. 

D:e Lésung wurde mit Essigsaéure angeséuert und mit Bleiacetat voll- 
standig gefallt. Der Niederschlag wurde mit sehr verdiinnter Bleiacetat- 


1 W. Kiefling, Ber. 68, 243, 1935. 2 Der Firma Merck danken wir 
vielmals fiir die Uberlassung einer gréReren Menge des Natriumsalzes des 
f-Phosphoglycerins. 
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lésung auf der Zentrifuge sorgfaltig gewaschen und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Nach Austreibung d2s Schwefelwasserstoffs wurde mit Zweifach- 
n-Nitron'auge noutralisiert und de neutrale Lé-ung mit !/,, Volumen 
33 vol.-%igem Alumin‘umhydroxyd geschiittelt. Die von dem Alum‘nium- 
hydroxyd abzentrifugierte Lésung wurde nach geeigneter Verdiinnung fiir 
den Test verwendet. 

Zweck der Bleifallung ist es, das Magnesium zu entfernen, und Zweck des 
Schiittelns mit Aluminiumhydroxyd ist es, anorganisches Phosphat noch 
weitgehender zu entfernen, als es mit der Magnesiumfallung méglich ist. 
Beides — Magnesiumsalz und Phosphat — darf die fiir den Test verwendete 
Lésung von Phosphoglycerinséure nur in Spuren enthalten. Andernfalls 
sind einwandfreie Versuche iiber die Wirkung des Magnesiums auf die 
Enolase und iiber die Fluoridhemmung der Enolase n‘cht méglich. 

Die Konzentration der d,1, 2-Phosphoglycerinséure im Test war etwa 
3,4° 10-3 Mole/Liter. Dann war die Konzentration an anorganischem 
Phosphat im Test von der GréBenordnung 10-® Mole/Liter, wenn die 
Phosphoglycerinséiure nach obiger Vorschrift gereinigt worden war. 


2. Lichtabsorption der Phosphobrenztraubensiure. 


Die Saéure wurde nach Lohmann und Meyerhof 1 gewonnen und mit 
Quecksilberchlorid bestimmt, das sie bei Zimmertemperatur in Brenz- 
traubenséure und Phosphorsaure spaltet (z. B. m/30 Saéure, m/30 HgC',, 
10 Minuten Zimmertemperatur, dann Bestimmung des anorganischen P). 

Wir haben die Absorptionskceffizienten 

B a te 
i ak Os lg oe 
d 7 
in dem Gebiet zwischen 230 und 270 my, fiir eine neutrale Lésung der 
Phosphobrenztraubensiéure bestimmt und fanden: 








Phosphobrenztranbensiure 


Wellenlinge qem 

[mej Mole 
| 

230 6.9 - 106 
240 40 - 108 
240 1,0 *- 16 
200 0,23 - 108 
270 0,07 - 10° 


Die Lichtabsorption der Phosphobrenztraubensaiure andert sich 
mit der Konzentration der Wasserstoffionen. Wir fanden in m/20 Bi- 
carbonat bei Sattigung mit verschiedenen Koh'ensauredrucken: 











Wellenliinge , Kohlensiiuredruck ‘ qem 
[me] jAtm.] PH ” | Mole 
240 L009 8,12 4,16- 106 
240 110 7,38 4,0 - 106 
240 1 6,38 3,24 - 106 


1 K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934. 
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Zusatz von Magnesiumsalz zu einer neutralen Lésung von Phospho- 
brenztraubensdure bewirkt, daBb die Lichtabsorption atnimmt. Wir 
fanden in m/20 Bicarbcnat bei neutraler Reakticn: 








Wellenlinge Magnesium Phosphobrenztraubensiure qem 
[mu} [Mole/Liter] [Mole/Liter]} , i= 
240 0 0,44 - 10-8 4,0 +108 
240 5,4- 10-8 0,44 - 10-8 3,67 - 108 
240 3,4- 10-2 | 0,44 - 10-8 3,46 - 10° 


In dem Gebiet der Wellenlinge 240 mp. andert sich die Licht- 
absorption der Phosphobrenztraubensaure erheblich mit der Wellen- 
lange. Wir fanden: 





Welleulinge i to 
{mu] , 4 
239 2,303 
240 2,060 
241 1,887 


Man entnimmt aus diesen Zahlen, dab das Licht von erheblicher 
spektraler Reinheit sein muB, wenn man die Phosphobrenztraubensaure 
durch die Absorption bei der Wellenlange 240 my. bestimmen will. Wir 
verwendeten fiir unsere Bestimmungen den Doppelmonochromator mit 
FiuBspatoptik, der von E. Haas in dieser Zeitschrift beschrieben worden 
ist 1. Zur Priifung der spektralen Reinheit wurden die f-Werte fiir 
Phosphobrenztraubenséure bei zwei verschiedenen Konzentrationen 
gemessen. Stimmten die beiden f-Werte auf 1%, tiberein, so war das 
Licht hinreichend rein. 

So konnte die Phosphobrenztraubenséiure in Konzentratione: 
bestimmt werden, wie sie fiir unsere Zwecke gerade geeignet ware. 
(~1-10-3 Mole/Liter). Z. B. betrigt die Lichtschwachung i/i fiir 
einen Lichtweg d= 0,5cem, und ein c = 1 - 10-6 Mole/cem fiir die 
Wellenlange 240 mp. (8 = 4,0 - 166 qem/Mole): 


4 
0 vas -108-1+10-6-0.5 ~ 
Be . e? e-d __ e! 10®-1+10-8-0,5 - e209 7.4. 
v 


3. Kinetik des Enolasctestes2. 
Gibt man Enolase zu einer Lésung von 2-Phosphoglycerinsaure, 


so entsteht Phosphobrenztraubensdure, bis das G-eichgewicht der 
Reaktion: 


Phosphoglycerinséure < Phosphobrenztraubensaure + 1 HO 
erreicht ist. 
1 FE. Haas, diese Zeitschr. 282, 224, 1935. — * Vgl. dazu diese Zeitschr, 
282, 206, 1935 (Seite 212). 
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fs seien: 
C die Summe der Konzentrationen der beiden Sauren, 

€ die Konzentration der Phosphobrenztraubensaure zur Zeit t, 
C'—c die Konzentration der Phosphoglycerinsaure, 

F die Konzentration der Enolase, 

k, und kz, die Geschwindigkeitskonstanten der Hinreaktion und der 

Riickreaktion. 

Sowohl die Phosphoglycerinsaure als auch die Phosphobrenztrauben- 
siure sollen sich mit dem Ferment verbinden. Die Bindungen der 
beiden Saéuren an das Ferment sollen gleich fest sein. Dann ist, bei 
Sattigung des Ferments mit Saure, der Bruchteil c/C des Ferments 





Y 


-C 
mit Phosphobrenztraubenséure und der Bruchteil 0G des Ferments 


mit Phosphoglycerinséure verbunden, und die Reaktionsgeschwindig- 
keit zur Zeit ¢ ist: 





de P C—e ke F c , 
oo ee () 
.  @e 
Fir c = 0 ist 7, om gréBten. Dann geht (1) iiber in 
0 
oe aie 
ie 
dc n (la) 
ae 
. ae 
F 





k,, die durch die Einheit der Fermentkonzentration bewirkte 
maximale Umsatzgeschwindigkeit, ist die im Enolasetest zu be- 
stimmende G:6Be. Sie nimmt im Laufe des Isolierungsverfahrens 
solange zu, bis die Fermentpraparate rein sind. 















unter Bedingungen mibt, 





dec 
Man kann k, bestimmen, indem man 


dt 
unter denen c gegen C zu vernachlassigen ist. Doch ist dies mit hin- 
reichender Genauigkeit nur méglich, wenn man C sehr groB macht, 
was andere Nachteile hat. SachgemaBer bestimmt man hk, auf 
folgendem Wege: 
Wir setzen 
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Gleichung (1) erhalt dann die Form 
de 
dt 

wo also ~ die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion und o die 
Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion bedeuten fiir ein gegebenes 
C und F. 


Gleichung (4) kénnen wir auch in der Form schreiben 


-=w(C —c) —o°e, (4) 


: ( ) 4 
— =-@°U—{(a- “6, a) 
Im Gleichgewicht sei ¢ = c, 
0 o:C— (w+ 9) * 6g; (5) 
_ oO ~ 
Cy ( ; (5a) 
@-+ 0 


Dividieren wir (4a) durch die ,,Entfernung vom Gleichgewicht™ 
-¢, so erhalten wir 


de 


dt w:'C—(w+o)‘e 
—— = ey (6) 


C, -C Cc Cc 


€q 


und indem wir c, 


dc 


dt w'C—(w+o):¢ [w'C—(w+ o)'c]:(@+ @) : 
-- = : =M-+-0; (08a) 
ere @ am -¢ (mw +) -¢ 
C —C 
o-+o 


durch (5a) ersetzen: 


7 


und integriert : 
l Cy — Cy 


wo-+o ‘In 


‘ (6b) 
tp —t, Cy — Ce 


So erhalt man « -+ 9, indem man die Konzentrationen der Phospho- 
brenztraubensiaure zu zwei Zeiten ¢; und fy bestimmt und auberdem die 
G'eichgewichtskonzentration der Phosphobrenztraubensaure c,.  Be- 
stimmt man dabei die Konzentrationen der Phosphobrenztraubensaure 
durch Messung der Lichtabsorption, so wird die Berechnung von ™ -+- 0 
besonders einfach. Denn es ist 


1 
In — B-d-c 
i 


und da der Lichtabsorptionskoeffizient # eine Konstante ist und auch 


der Lichtweg d bei jedem Versuch konstant ist, so heben sich # und d 


Biochemische Zeitschrift Band 310. 26 
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bei der Berechnung von ~ ——- o heraus und man kann in (6b) statt der 
Konzentrationen die Logarithmen der Lichtschwachungen einsetzen: 
9 % 
In{—} —In{— 
] 4] t.. v}, 2 
o+o ‘In : +t: (6c) 
to — t, % 1 
In {— —In |— 
1/t, t/t, 

Aus » +o und der Gleichgewichtskonzentration der Phospho- 
brenztraubensaure c, erhalt man dann die gesuchte GréBe k, der Glei- 
chung (1) auf folgende Weise: 

Nach (5a) ist 

( -+ 0) "Cg o:’, (da) 
nach (2) ist 
ky -F CA -C, (2) 
Also 
k, fF (w + 9) Co | 
, (w 0) °C, f (7) 
1 F | 
wobei hervorzuheben ist, da die Anfangskonzentration der Phospho- ' 
glycerinsaure C in den Gleichungen zur Berechnung von k,, den Glei- 
chungen (6c) und (7), nicht vorkommt. 

Man iiberzeuge sich durch die im folgenden Abschnitt wieder- 
gegebenen Versuche, daf Gleichung (1) — die alle Annahmen vor- 
stehender Ableitungen enthalt zutreffend ist; daB also 

ky P+ kyk 
e w+o= 
fiir ein gegebenes (' und F' im ganzen zeitlichen Verlauf der Phospho- 
brenztraubensaurebildung wirklich konstant ist ; ) 
2. bei Variationen von C der Wert von ~™ -- 0 sich andert, und zwar 
in dem Mabe zunimmt, wie C abnimmt. 
Anmerkung. 

Uber die Gleichgewichte zwischen Phosphobrenztraubensaure und ) 
den beiden Phosphoglycerinsiuren, die von Lohmann und Meyerhof } 
untersucht worden sind, sei folgendes bemerkt: 

| Enolase bewirkt das Gleichgewicht 
Phosphobrenztraubensaure 
2-Phosphoglycerinsaure re 

1 K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 2738, 60, 1934. 
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Mutase bewirkt das Gleichgewicht 
3-Phosphogl ycerinsaéure 
2-Phosphoglycerinsaure 

Enolase + Mutase bewirken das Gleichgewicht 


Phosphobrenztraubensaure ; 
kK Til" 


2-Phosphoglycerinsaéure -+- 3-Phosphoglycerinsaure 
Lohmann und Meyerhof' fanden bei 20° 
. on 
Kiy = 0,39. 


Beziiglich K, und K,, enthalten die Arbeiten von Weyerhof und 
KieBling' und Meyerhof und Schulz? wechselnde Angaben. Offenbar 
war bisher eine Bestimmung von K, und K,, nicht méglich, da Enolase 
und Mutase bisher nicht getrennt worden waren. 

Wir fanden in einem Versuch mit mutasefreier Enolase bei 26° 
und pu 7,34 

K, 1.43, 
woraus folgen wiirde, wenn K,,, von Meyerhof und Lohmann richtig 
bestimmt worden ist, 
: K ,— Ky 1.43 — 0,39 of 
Ku K 0,39 —. 
II! nn 

Stellt man also das Gleichgewicht zwischen Phosphobrenztrauben- 
siure und 2-Phosphoglycerinséure mit Hilfe von mutasefreier Enolase 
her und gibt dann Mutase zu der Gleichgewichtsmischung, so geht die 
Konzentration der Phosphobrenztraubenséure zuriick. Lm optischen 
Enolasetest geht die Lichtabsorption bei Zusatz der Mutase zuriick und 
in dieser Anordnung kann man den optischen Enolasetest auch als 


‘Mutasetest benutzen. 


Geht man von reiner Phosphobrenztraubensaure aus, deren Konzentra- 
tion C sein soll, so geht ihre Konzentration zuriick bei Zusatz von Enolase: 
Ky ~ : ao Ky 

~ : bet Zusatz von Enolase + Mutase: auf ¢ : —— 
. Ky 1+ K, + Ky 
{. Test. 


Im allgemeinen hatte unsere Testlésung folgende Zusammensetzung : 


auf ( 


3,00 cem einer Lésung von d, |, 2-phosphoglycerinsaurem Na (etwa 
6 - 10-3 molar), 

1,72 ,, Wasser, 

0,60 ., 4,2 °%Giges NaHCO, (0,5 molar), 

0,60 ,, 2%iges Glykokoll (0,27 molar), 

0,08 ,, 5% iges MgSO,-7H,O (0,20 molar), 


6,00 cem, die mit 10 vol.-%iger Kohlenséure gesattigt wurden. 


1 O. Meyerhof u. W. Kiefling, diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 
O. Meyerhof u. W. Schulz, ebenda 297, 60, 1938. 


w 


26 * 
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Dann waren die Konzentrationen im Test: 


d, 1, 2-Phosphoglycerinséure etwa 3+ 10-* molar 


PHORERGRNS cf os. ER 5+: 10>? molar 
RTP GOOE 6 6.855.5 ca aie ooe sate wees 2,7 - 10-? molar 
ee: ie a ee Se Oe eee ae 2,7 -10°-* molar 
PH cece cee rete rare ewes eesses 7,34. 


Da von der synthetischen 2-Phosphoglycerinsaure nur die natiirliche 
(-)-Form reagiert, so war die Konzentration der (—)-Saure im Test 
etwa 1,5-10°3 molar. Rund 60°, davon werden durch die Enolase unter 
den Testbedingungen in Phosphobrenztraubensaure verwandelt, so dab 
also die G!eichgewichtskonzentration der Phosphobrenztraubensaure 
im Test c, etwa 0,9 - 10-3 Mole/Liter war. 

Wie im vorigen Abschnitt auseinandergesetzt, braucht man zur 
Berechnung der Fermentwirksamkeit nur c,, nicht aber die Konzentra- 
tion der Phosphoglycerinsaure, deren Bestimmung also iiberfliissig war. 

Der Magnesiumgehalt der Testlésung wurde so gewahlt, daB das 
Protein mit dem Magnesium nahezu gesittigt war. 

Glykokoll wurde der Testlésung zugesetzt, um Kupferspuren zu 
binden. 

Ausfiihrung des Testes. Ein Quarztrog von etwa 3ccm Inhalt, 
dessen Wiinde planparallel waren, wurde mit der Testlésung vollstandig 
gefiillt und 5 Minuten in einen auf 20° eingestellten Wasserthermostaten 
gesetzt. Dann wurden 0,03ccm der zu priifenden Fermentlésung 
mittels einer Kapillarpipette auf den Boden des Troges gebracht, auf 
dem sich drei Glasperlen befanden. Nach VerschlieBen des Troges mit 
einem eingeschliffenen Stopfen wurde kurz geschiittelt. Der Zeitpunkt 
des Umschiittelns war t = 0. Die nunmehr einsetzende Zunahme der 
Lichtabsorption wurde bei 240 my. lichtelektrisch gemessen. 

‘ Da die Lichtabsorption bei ¢ = 0 nicht Null war, so muBte die 
Anfangsabsorption von den durch die Reaktion bewirkten Absorptions- 
werten abgezogen werden. Die Anfangsabsorption riihrt her: 

1. von der (sehr geringen) Absorption der Phosphoglycerinsaure, 

2. von Verunreinigungen der Testlésung (Schwermetallspuren 7), 

3. von der Absorption des Fermentpraparats (Protein oder Nucleo- 
proteinabsorption). 

Man ermittelt diese Korrektionen, indem man die Testlésung ohne 
Protein und das Ferment ohne Testlésung in dem Versuchstrog miBt, 
und dann beide Korrektionen addiert. 

Wahrend der lichtelektrischen Messung der Reaktion befand sich 
der Absorptionstrog nicht in einem Thermostaten was wegen der 
Absorption der Wellenlange 240 durch Wasser umstandlich gewesen 
wire —, sondern in Luft. Der Versuchsraum wurde nach Méglichkeit 
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auf 20° gehalten. Schwankungen von 1° iiber oder unter 20° verursachten 
eine Anderung von 10°, der Umsatzgeschwindigkeit. 

Beispiel. Die Temperatur war 20°. Der Lichtweg in der Testlésung 
war d = 0,573 em. Die Fermentkonzentration in der Testlésung war 
F = 0,0069 mg /cem. px war 7,34. ¢, ist die Gleichgewichtskonzentra - 
tion der Phosphobrenztraubensiure. « + 0 ist die Geschwindigkeits- 
konstante, deren Bedeutung im vorhergehenden Abschnitt erlautert 


worden ist. 





; l Cyt) 
] t \ l 
x = r Jin( ‘ ye Jin( 5 ), t, t e Cy -¢ 
iy in . - , i x i 2 
t In "a y proportional proportional — , 
Phosphobrens- C, Cc 1 
[Minuten] traubensiure . | Minuten 
0 1,096 0,092 2,201 
l 2,77 = 1,018 0,926 1,275 0,548 
2 4,78 1,564 1,472 0,729 0,559 
3 6,48 1,868 1,776 0,425 0,542 
4 7,70 ; 2,050 1,958 0,243 0,559 
5 8,80 2,174 2,082 0,119 
10 9,63 2,265 2,173 0,028 
15 (=t ) 9,90 | 2,293 2,201 0 


(PFOHOES.. @e) Mittel : 0,553 
Aus dem angefiihrten Versuch sieht man, dab m + 0, die Summe 
der Geschwindigkeitskonstanten von Hin- und Riickreaktion, bis zu 
einem Umsatz von 90% sehr gut konstant ist. 
Die weitere Ausrechnung des Versuchs geschieht folgendermafen : 
Die Gleichgewichtskonzentration c, der Phosphobrenztraubensiure ist 





C¢ = —:~'In = - - 2,201 = 0,99 - 10° 
” Bb d 3.9 10® 0,573 ccm 
Die Anfangsgeschwindigkeit der Phosphobrenztraubensaure bildung 
ist [Gleichung (5a) des vorigen Abschnitts}: 
dc ae py “ Mole 
= = (w+ 0) ‘¢, = 0,553 -0,99 - 10 = 0,548 - 10° 
dt porte, 
Die Geschwindigkeitskonstante /, der innermolekularen Proteid- 
reaktion ist [Gleichung (7) des vorigen Abschnitts|: 


Bed (') ] 1 Mole 
* ; 


i 


eem * Minuten 


P (w + 0), 0,548 - 10-6 rage Mole Substrat 
yy = ; - - 0.794-10 ' " 
; k 0.0069 Minuten -mg Ferment 


und bezogen auf die Fermentkonzentration 100000 g/cem (etwa 
1 Mol/eem): 


Mole Substrat 
k 0.794 -10°4- 108 7940 - : ; 
: Minuten - Mole Ferment 
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Fiir ein Fermentpraparat, das aus dem kristallisierten Quecksilber- 
salz gewonnen war, fanden wir unter den gleichen Bedingungen wie in 
obigem Beispiel: 


_ | Mole é mg 
w-~ 0 = 0,984 ¢, = 0,99 - 10 6}—__]| F — ().0698 
¢° Minuten cem cem 
Also 
0,984 -0,99 - 10-8 Mole Substrat 
k - 105 9900 __. — ‘ 
. 0.0098 Minuten - Mole Ferment 


Bei der Ausarbeitung des Lsolierungsverfahrens fiir die Enolase 
waren diese Ausrechnungen der Testwerte nicht notwendig. Es wurde 
eine gréBere Menge von Phosphoglycerinsaurelésung hergestellt und der 
Endwert der Lichtabsorption im Test fiir den Lichtweg des Versuchs- 
troges einmal gemessen. Dann wurde im Test fiir zwei aufeinander- 


folgende Minuten die Zunahme der Lichtabsorption gemessen und. 


o + o berechnet. » + 0/F war dann unser Mab fiir den Reinheitsgrad 
des Ferments. 

Variation der Konzentration der Phosphoglycerinsdure. Unter sonst 
gleichen Bedingungen, wie in dem oben mitgeteilten Versuchsbeispiel, 
fanden wir bei gleicher Fermentkonzentration : 





c ote (om + o)-e 





i i 9g . ree 
Endwert der Lichtabsorption 
(fir d = 0,573 em) Mole | 1 | { Mole | 

ecm Minuten | cem- Minuten 

i - : 

In (=), 1,104 0,493 - 10-6 0,708 0,25 - 10-8 

0 
(to \ te 
In (2 }, = 2,118 0,943 -10 6 0,386 0.26. 10-6 
a . 


om + 0 wdachst also, wenn die Substratkonzentration abnimmt, und 


zwar so, daB das Produkt ( + 0)-¢, — die Anfangsgeschwindigkeit 
der Phosphobrenztraubensaurebildung -— konstant bleibt. Dieser 


wichtige Versuch ist in Abb. 3 graphisch dargestellt. Er beweist, dali 
unsere Differentialgleichung der Enolasewirkung [Gleichung (1) des 
vorigen Abschnitts} stimmt. 

Geht man mit der Konzentration des Substrats immer weiter 
herunter, so nimmt schlieBlich die Anfangsgeschwindigkeit der Phospho. 
brenztraubensaurebildung ab, namlich dann, wenn das Ferment nicht 
mehr mit Substrat gesattigt ist. Wir fanden so, daB (pu 6,7, m/20 
Phosphat puffer, 20°) das Ferment zur Halfte mit Substrat gesattigt ist. 
wenn die Konzentration der natiirlichen (—)-2-Phosphoglycerinsaure in 
der Lésung betragt 

" -1,5+ 10-4 Mole /Liter. 
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Variation des pu. Sattigt man die Testlésung in der die Bi- 
carbonatkonzentration m/20_ ist mit Gasmischungen von ver- 





we = 0,386 a 
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Min. nach Zugabe der Enolase 
Abb. 3. 


Abszissen : Zeiten nach Zugabe der Enolase 
Ordinaten: Logarithmen der Lichtschwichung (A 240 my). 


to ) : 
Die Produkte (w + 0) -In (* ye sind konstant, und zwar 
? « 


fiir Versuch I: 0,708- 1,104 0,78, 
fiir Versuch IL: 0,386. 2,118 0,81 
Fermentkonzentration in beiden Versuchen F = 0,005 mg cem. 


schiedenem Kohlensauregehalt, so andert sich die Geschwindigkeit « + 0 
(fiir die gleiche Fermentkonzentration) in folgender Weise : 





j is y v+ oO y 
Gasmischung Pu ( ( | Minuten | 

100 Vol.-% CO, .... | 6,38 0,310 

10 a es sans 7,38 0,808 

1 ‘3 Sieh reigns 8,12 0,939 


Variation des Puffers. An Stelle von Bicarbonatkohlensaure haben 
wir als Puffer auch Phosphat benutzt. Die Testlésung hatte dann die 
Zusammensetzung : 

3,0 cem einer Lésung von d, |, 2-phosphoglycerinsaurem Na (etwa 
6 - 10-% molar), 

1,72 ,, Wasser, 

0,60 ,,  m/2 Phosphat (1 prim. | sec.), 

0,60 .,  2%iges Glykokoll (0,27 molar), 

0,08 ,, 5%iges MgSO,-7H,O (0,20 molar), 


und die Konzentrationen im Test waren: 


d, 1, 2-Phosphoglycerinséure etwa 3-10 -* mola: 
WUGRUME oe. icc cuy et oes Cae 5 - 10-* molar 
SURNAMES. 55.95 Slee Crea ee Me a Oe 2,7 - 10-* molar 
SMD os soate 4 die a a oa ees 2.7- 10°73 molar 
Mg a Fas aig yh > Bite ONE. 3:4 ee, eke 6.7 
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Phosphat als Puffersubstanz ist bequemer als Bicarbonatkohlen- 
siure, hat aber den Nachteil, da Magnesiumphosphat ausfallt, falls 
die Lésungen nicht hinreichend sauer sind. Deshalb haben wir, wenn 
der Puffer Phosphat war, bei px 6,7 gearbeitet. Bei diesem pu ist das 
Fermentprotein, wenn die Magnesiumkonzentration 2,7 - 10-3 Mole /Liter 
betragt, erst zu etwa 50°, mit Magnesium gesattigt, wahrend bei pu 7,34 
und der gleichen Magnesiumkonzentration die Sattigung des Proteins 
mit Magnesium schon fast vollstandig ist. 


5. Lachtabsorption des Fermentproteins und der Nucleinsdure. 

l. Wichtig fiir den Test ist die Frage, wie groB die Lichtabsorption 
des Ferments im Vergleich zur Lichtabsorption der Phosphobrenz- 
traubensaure ist. 

Ist das Ferment rein, so geniigt eine Fermentkonzentration von 
0,0045 mg ccm, um die gewiinschte Umsatzgeschwindigkeit zu erzeugen, 
die bei unseren Versuchen etwa 50°, pro Minute betrug (« + 9 = 0,5 rezi- 
proke Minuten). 

Der Lichtabsorptionskoeffizient des reinen Ferments fiir die Wellen- 
lange 240 my, ist 

6 = 2,97 qem/mg. 


Fiir den Lichtweg in unserem Versuchstrog (d = 0,573 em) betrigt 
dann die Lichtschwachung 


0 __ pred __ 62,97-0,0045-0,573 __ 90,0077 _ 1,0077, 
t 

waihrend die durch die Phosphobrenztraubensiure bewirkte Licht- 
schwachung nach vollstindig abgelaufener Reaktion unter unseren 
Test bedingungen 

0 = 10 

U 
betragt. 

Die Lichtschwachung durch das Ferment ist also, wenn das Ferment 
rein ist, klein gegen die Lichtschwichung durch die Phosphobrenz 
traubensaure. 

Von einem Fermentpraparat des Reinheitsgrades 0,01 braucht 
man 100mal soviel wie von dem reinen Ferment, um die gleiche Umsatz- 
geschwindigkeit zu erzielen, also eine Konzentration ‘von 0,45 mg /ccm. 
Nehmen wir an, daf die Begleit-Proteine von gleichem Lichtabsorptions 
vermogen sind, so betrigt dann die durch das Fermentpraparat bewirkte 
Lichtschwachung in unserem Versuchstrog 


to ay 
; 677 2.16. 
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Also selbst wenn die Fermentpraparate sehr unrein sind, ist die 
durch die Proteine bewirkte Lichtabsorption wesentlich kleiner als die 
durch die Phosphobrenztraubensaure bewirkte Lichtabsorption. Ob 
nun die durch das Fermentpraparat bewirkte Lichtabsorption klein 
oder groB war, wir haben sie immer bestimmt und bei den Ausrechnungen 
der Versuche beriicksichtigt. 

2. Die Lichtabsorption unseres Ausgangsmaterials, des Lebedew 
Saftes, bei 240 my, rithrt nicht nur von Proteinen her, sondern zu 
einem erheblichen Teil von Nucleotiden (Co-Fermenten) und Nuclein- 
sauren, die, bezogen auf die Gewichtseinheit, viel starker absorbieren 
als die Proteine. Z. B. fanden wir fiir ein Mereksches Praparat von 
Hefe-Nucleinsaure 


qem 


mg 


Boyy = 32,5 


wahrend fiir reine Enolase Poy 9 — 2,97 ist. 

Bei Versuchen mit rohem Lebedew-Saft kénnen diese Verunreini- 
gungen den optischen Test stéren. Da abgesehen davon die Mutase 
des Lebedew-Saftes und die dephosphorylierenden Fermente des Lebedew- 
Saftes die Enolasereaktion stéren, so ist eine quantitative Unter- 
suchung der Enolasewirkung in Lehbedew-Saft nicht mdéglich. 

3. Bei der Ausarbeitung des Lsolierungsverfahrens fiir die Enolase 
haben wir, wie schon friiher bei der Lsolierung eines anderen Garungs- 
ferments 1, die Proteinkonzentrationen optisch bestimmt durch Messung 
der Absorption der Wellenlange 280 my. in unseren Versuchslésungen. 
Eine solche Messung nimmt nur wenige Minuten in Anspruch und ist 
unter Bedingungen méglich, unter denen Trockensubstanzbestimmungen 
oder Stickstoffbestimmungen wegen des Gehalts der Lésungen an 
Ammonsulfat oder anderen Salzen unbrauchbar sind. 

Bei der optischen Bestimmung der Proteinkonzentration hat man 
zu beriicksichtigen, daB eine haufig vorkommende Begleitsubstanz, die 
Nucleinsaure, gleichfalls bei 280 my. absorbiert, und zwar so stark, dab 
kleine Beimengungen von Nucleinséure schon von wesentlichem EinfluB 
auf die Lichtabsorption sind. Dies lehrt die folgende Tabelle, in der die 
Lichtabsorptionskoeffizienten f eines reinen Proteins und einer Nuclein- 
siure nebeneinander verzeichnet sind. 











? des reinen Enolase- 3 von Hefenucleinsiiure 
: 2 proteins (Priiparat von Merck) 
Wellenlinge 
qem | . qem 
mg mg 
240 mu 2,97 32,5 
260 ma 1,18 ) Bano ie 50,8 | Syx9 
’ i; a 1,75 : = 0,49 
280 mu 2,06 | Bogo 24.8 | Boge 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 308, 40, 1939. 
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Bildet man das Verhaltnis Pogo Bog, 80 ist dieses Verhaltnis, wie man 
aus der Tabelle sieht, fiir Enolaseprotein 3,6mal so groB wie fiir Hefe- 
Nucleinsaure. Von diesem Unterschied machen wir bei unserer optischen 
Proteinbestimmung Gebrauch. 

Wir bestimmen fiir jede Versuchslésung im gleichen Trog, also bei 
gleichem ¢ und d, die Schwachungen der Wellenlangen 280 und 260 my. 
und finden so, ohne ¢ zu kennen, das Verhaltnis 


i 
In (~) 
t / 280 Boga Beso 


to Bogo 0° a Boeo 


In (=) 


Damit ist der Bruchteil an Nucleinsdéure gegeben, den das Ferment - 
praparat enthalt und auch das f, mit dem man zu rechnen hat, um aus 
der Lichtschwachung die Konzentration zu finden. Wir benutzen dazu 
folgende Tabelle, die mit Hilfe der oben mitgeteilten £-Werte fiir reines 
Protein und Mercksche Nucleinsaiure berechnet worden ist. 


260 





3, des Gemischs iv des Gemischs } 
% Nucleinsiure tqem | oe zr 
| mg mg = 
0 1,18 2,06 1,75 
Il 1,68 2,29 1,37 
5 3,66 3,19 0,87 
10 6,14 4,33 0,71 
20 11,1 6,60 0,60 
100 50,8 24,8 0,49 


Z. B. sei fiir die Versuchslésung, deren Gehalt an Protein und 
Nucleinsiure unbekannt ist, 
to 
In | 
\ t/ 920 B80 0.71 
. . sé 
| B60 
In ¥— 
7260 
gefunden worden. Dann enthalt die Substanz gemaB der Tabelle 10% 
Nucleinsaure; und aus der Lichtschwachung bei 280 my, findet man 
die Konzentration des Substanzgemisches mit dem Wert /§ = 4,33 


Rag io er ae 
Nucleinsiure + Protein = B d “In i ¥ 4 33 d “In z com 


und daraus die Konzentration des Proteins 
“mg 


. ‘ Q. maa 
© Protein = 0,9 © Nucleinsiure + Protein eem 
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Natiirlich ist dies nur ein Naherungsverfahren zur Bestimmung 
von c, da die verschiedenen Proteine und Nucleinsaéuren nicht gleich- 
stark absorbieren. Hat man das Ferment isoliert und nach hinreichend 
langer Dialyse als Trockensubstanz in Handen, so bestimmt man die 
Fermentkonzentration durch Einwaage. 

4. Die Absorptionsmessung bei den Wellenlangen 260 und 280 my, 
kann unter giinstigen Umstanden auch ein Hilfsmittel sein, um Nicht- 
proteinteile — Wirkungsgruppen und prostethische Gruppen in 
Fermenten zu entdecken. 

Z. B. sei der Nichtproteinteil in einem Ferment Adenin cder Adenin- 
Nucleotid. Vergleichen wir die Lichtabsorptionskeeffizienten des 


Enolaseproteins und des Adenins, so ist 








3 des Enolaseproteins ? des Adenins 
Wellenlinge f qem f qem 
mg mg 
240 mu 2,97 98 
260 mu 1,18 ) Beso 175 228 | Bono 0.389 
280 mu 2,061 2600 7 vie 


Ist das Molekulargewicht des Ferments 100000 und enthalt das 
Ferment 1 Molekiil Adenin (Molekulargewicht 135), so berechnet man 
aus obigen #-Werten fiir die Verbindung, die also 0,135°, Adenin 
ent halt, 








Wellenlinge $ der Protein-Adeninverbindung a | 
i 
260 mu 1,49) Boxo 1.46 
’ ) 
280 mu 2,18} Boge 


L Molekiil Adenin pro Molekiil Ferment andert also das Verhaltnis 
feogo/Pogo Schon sehr wesentlich und die Bindung und Abspaltung von 
Adenin kann so durch Absorptionsmessung bei zwei Wellenlaingen 
erkannt werden. 

6. Tsolierung der Enolase. 

Lebedew-Saft. 3,3 kg gewaschene und an der Luft getrocknete Bier- 
hefe (Brauerei Schultheiss-Patzenhofer) wurde mit 10 Litern Wasser 
21/, Stunden bei 38° geriihrt und dann zentrifugiert. Das Volumen des 
Lebedew-Saftes betrug 5,1 Liter. Er wurde vor der Verarbeitung 
24 Stunden bei 6° gehalten. 

Fraktionierung mit Aceton. 5,1 Liter Lebedew-Saft wurden auf 0° 
gekiihlt und unter schnellem Riihren mit 2550 ccm eiskaltem Aceton 
gefallt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und verworfen. Die 
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iiberstehende Fliissigkeit wurde mit weiteren 2550 ccm Aceton bei 6° 
gefallt. Der Niederschlag, der das Ferment enthalt, wurde abzentrifu- 
giert und mit 2500 ccm Wasser verriihrt. Ungeléstes wurde abzentri- 
fugiert und verworfen. Das Volumen der tiberstehenden Lésung betrug 
2390 com. 

Erste Fraktionierung mit Alkohol. Die 2390 cem wurden bei (° 
mit n Essigsiure bis auf pu 4,76 angeséuert, wozu etwa 127 cem Essig- 
siure notwendig waren. 2400 ccm der sauren Fliissigkeit wurden mit 
1960 ccm eiskaltem Athylalkohol gefallt. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und verworfen. Die tiberstehende Fliissigkeit (4060 ccm) 
wurde mit 910 cem eiskaltem Athylalkohol gefallt. Der Niederschlag, 
der das Ferment enthalt, wurde abzentrifugiert und mit 1000 ccm 
eiskaltem Wasser verriihrt, wobei ein Teil ungelést blieb, der abzentri- 
fugiert und verworfen wurde. Das Volumen der iiberstehenden Fliissig- 
keit betrug 1100 cem. 

Zweite Fraktionerung mit Alkohol. Die 1100 cem wurden mit 
635 cem Athylalkohol bei 6° gefallt, der (geringe) Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und verworfen. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde 
mit 310 cem Alkohol gefallt. Der Niederschlag, der das Ferment enthalt, 
wurde in 960 com Wasser gelést, eine dabei bleibende Triibung wurde 
abzentrifugiert und verworfen. 

Fallung mit Nucleinsdure. Die 900 com wurden bei 6° mit 22 cem 
| mol. Acetatpuffer, pu 4,5, und 94 ccm n/10 Essigséiure auf py 4,65 
gebracht. Aus der sauren Lésung wurde das Ferment mit 120 cem 
Nucleinséurelésung ausgefallt (1g Hefe-Nucleinséure Merck, 39 ccm 
Wasser, mit 1,2 cem n Natronlauge gelést, pu 4,5). Der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und zweimal mit je 400 ccm m/50 Acetatpuffer 
(pu 4,5) auf der Zentrifuge gewaschen. 

Entfernung der Nucleinsdure mit Protamin. Der Nucleoproteid 
niederschlag wurde in 300 cem Wasser fein zerteilt und mit n/10 Natron- 
lauge, von der 24ccm notwendig waren, eben gelést. Die Reaktion 
soll nach dem Lésen schwach lackmussauer sein. Ist die Reaktion 
alkalischer, so wird bei der nun folgenden Fallung der Nucleinséure 
mit Protamin Ferment mitgerissen. 

Die Nucleinsiure wurde mit 26 ccm einer 5°,igen schwach lackmus 
sauren Lésung von Sturinsulfat ausgefallt, das pu beider Fallung war 4,6. 
Das nucleinsaure Sturin wurde abzentrifugiert, die iiberstehende 
Fliissigkeit wurde mit n/10 Natronlauge auf pu 6,2 eingestellt, eine 
dabei auftretende Triibung wurde abzentrifugiert und verworfen. Das 
Volumen der iiberstehenden Fliissigkeit betrug 400 ecm. 

Erhitzen auf 53°. In den 400 cem wurden 20g Magnesiumsulfat 
(MgS 04:7 H,O) gelést. Die Lésung wurde 17 Stunden bei 38° gehalten. 
Ohne den dabei auftretenden Niederschlag abzuzentrifugieren, wurde 
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dann 15 Minuten auf 53° erhitzt, wobei ein erheblicher Niederschlag 
entstand, der abzentrifugiert und verworfen wurde. Das Volumen der 
iiberstehenden Fliissigkeit betrug 400 ccm. 

Erste Dialyse. Die 400 com wurden 24 Stunden bei 6° gegen 20 Liter 
n/1l000 Ammoniak dialysiert. Eine dabei auftretende Triibung wurde 
abzentrifugiert und verworfen. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde 
bei 6° getrocknet. Die Trockensubstanz, die nicht salzfrei war, wog 8,8 g. 
Der Reinheitsgrad war etwa 0,5. 

Zweite Dialyse. 8,8 ¢ Trockensubstanz wurden in 88 cem gelést, 
ein geringer ungeléster Riickstand wurde abzentrifugiert und ver- 
worfen. Die iiberstehende Lésung wurde bei 4° 7 Tage gegen eine 
wasserige Athylalkohollésung (18 Vol.-°,) dialysiert. Dann wurde 
bei G9 im Vakuum getrocknet. Ausbeute 6,15 ¢. 

Der Reinheitsgrad dieses Priparats ist etwa 0,75. Beim Trocknen 
im Hochvakuum bei 66° verliert es 10°, an Gewicht. Es enthalt 0,2 °% 
Phosphor, der von Nucleinsdure herriihrt!. Beim Aufbewahren im 
Exsikkator tiber Calciumchlorid bei 6° war nach 6 Monaten seine Wirk- 
samkeit unverandert. 

Das Praparat ist vollig frei von Mutase, bildet also aus 3-Phospho- 
glycerinsiure keine Phosphobrenztraubensaure. 

Ausbeute. Beriicksichtigt man, daB das Praparat vom Reinheits- 
grad 0,75 ist, so betrug die Ausbeute aus 3,3 kg Trockenhefe 

0,75 -° 615 ‘ 
meee 


vom Hefegewicht. Ein Mehrfaches davon muB die Hefe an Enolase 
enthalten, da mit jedem Reinigungsschritt ein Verlust an Ferment 
verbunden war. 

7. Kristallisation der Enolase. 


2g des nach der ersten Dialyse erhaltenen Trockenpulvers wurden 
in 20 cem Wasser gelést. Nachdem eine Triibung durch Zentrifugieren 
entfernt war, wurde das Ferment mit 60 cem einer gesittigten Ammon- 
sulfatlésung ausgefallt. 

Der scharf zentrifugierte Niederschlag wurde mit 20 cem einer 
halbgesattigten Ammonsulfatlésung, die in bezug auf freies Ammoniak 
n/10 war, verriihrt und durch tropfenweisen Zusatz von wenig Wasser 
eben in Lésung gebracht. ‘ 

Die Lésung, deren Volumen 40 ccm betrug, wurde mit 40 - 30 

1200 mg Faserton (Merck) 5 Minuten bei Zimmertemperatur bewegt. 
oe 

' Durch Zusatz von Sturinsulfat zu einer 10 °4igen Lésung des Pra 
parats kann man den gréBten Teil der Nucleinséiure entfernen, den Phosphor- 
gehalt von 0,2°% auf 0,02 herunterbringen. 
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Die von dem Faserton durch Zentrifugieren befreite Fliissigkeit 
hatte ein Volumen von 40 cem. 1/;, Volumen, also 4 cem einer Lésung 
von Mercurisulfat in halbgesattigtem Ammonsulfat wurde zugesetzt. 
Die Mercurisulfatlésung enthielt 1,5 ¢ HgSO, in l00cem und war durch 
Zusatz von Ammoniak schwach alkalisch gemacht worden. Nach dem 
Mischen von Fermentlésung und Mercurisulfatlésung betrug also die 
Quecksilberkonzentration rund 1 mg Hg/cem, das ist 1/999 Gramm 
molekiil / Liter. 

Die klare Lésung, deren Volumen 44 ccm betrug, wurde mit 2,2 cem 
n Ammoniak versetzt und einige Stunden bei Zimmertemperatur 
gehalten, wobei sie klar blieb. Dann wurde unter Umriihren .sovie! 
einer gesattigten Ammonsulfatlésung zugegeben, da eben eine Triibung 
entstand, die durch vorsichtigen Zusatz von Wasser (nach jedem Tropfen 
Wasser umriihren und etwas warten) wieder zum Verschwinden ge- 
bracht wurde. Die klare Lésung wurde in eine Schale gegossen. Im 
nichtevakuierten Exsikkator iiber Kieselgel (Zimmertemperatur) begann 
dann bald die Ausscheidung reiner Nadeln. Nach 3 Stunden war die 
Kristallisation reichlich, nach 17 Stunden war alles Ferment in reinen 
Nadeln ausgefallen. Es ist bemerkenswert, daB dabei das Volumen 
der Fliissigkeit nur unerheblich abgenommen hatte. Abb. 2 (siehe Ein- 
leitung) ist eine Photographie der Kristalle. 

Die Kristalle wurden abzentrifugiert und zweimal mit 50 cem einer 
Ammonsulfatlésung vom Sittigungsgrad 0,65 gewaschen. Durch 
Messung der Lichtabsorption (bei 260 und 280 my) in der Mutterlauge 
und den Waschfliissigkeiten konnten wir feststellen, daB die Mutterlauge 
Protein und Nucleinséure, die Waschwisser aber im _ wesentlichen 
Nucleinsaéure enthielten. Die Nucleinséiure wird also bei unserem Kri 
stallisationsverfahren abgetrennt. 

Will man umkristallisieren, so gibt man auf die abzentrifugierten 
Kristalle das gleiche Volumen einer halbgesittigten Ammonsulfat 
lésung, die in bezug auf freies Ammoniak n/10 ist und die pro cem 
2mg Hg (als Mercurisulfat) enthalt. Durch vorsichtigen Zusatz von 
Wasser bringt man dann die Kristalle vollstandig in Lésung und abt 
wie oben langsam auskristallisieren. Doch andert sich der Reinheits 
grad des Ferments durch das Umkristallisieren nicht mehr. Offenbar 
ist schon die erste Kristallisation rein. 

Wir haben deshalb im allgemeinen nicht umkristallisiert, sondern 
die auf der Zentrifuge gewaschenen Kristalle mit dem gleichen Volumen 
einer halbgesattigten Ammoniumsulfatlésung tibergossen, die in bezug 
auf freies Ammoniak n/10 war, die aber kein Quecksilber enthielt. 
Durch Zusatz von Wasser wurden die Kristalle dann vollstandig gelést 
In dieser Lésung wurde die Proteinkonzentration optisch bestimmt 
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Die Ausbeute an reinem Fermentprotein aus 2 g Ausgangsmaterial 
wurde so gleich 800 mg gefunden. Da der Reinheitsgrad des Ausgangs- 
materials etwa 0,5 war, so betrug die Ausbeute bei der Kristallisation 
etwa 80%. 

Wir haben bisher mit keinem andern Metallsalz Kristalle erhalten, 
z. B. auch nicht mit Cadmiumsulfat. Schiittelt man eine Lésupg der 
Enolase in halbgesattigtem ammoniakalischen Ammonsulfat mit viel 
Faserton (Merck), zentrifugiert den Faserton ab und JaBt die iiber- 
stehende Fliissigkeit langsam eindunsten, so scheiden sich Kristalle ab, 
die aber nicht freie Enolase sind, sondern das Quecksilbersalz der 
Enolase. Denn der Mercksche Faserton enthalt Quecksilbersalz. 

Priift man eine Lésung der Kristalle im optischen Enolasetest, so 
findet man keine oder eine nur ganz geringe Wirkung. Hierbei wird 
nicht etwa, woran man zunichst denken kénnte, die gebildete Phospho- 
brenztraubensaure durch das Quecksilbersalz zerstért da die Queck- 
silbermenge, die man mit einigen y Protein in die Testlésung bringt, 
sehr klein ist —, sondern die Quecksilberverbindung der Enolase ist 
katalytisch unwirksam. Daf aber das Fermentprotein der kristalli- 
sierten Quecksilberverbindung nicht zerstért oder denaturiert ist, kann 
man zeigen, indem man das Quecksilber wieder entfernt. 


8. Gewinnung der Enolase aus ihrer kristallinischen Quecksilberverbindung. 

Aus seiner Verbindung mit dem Enolaseprotein laBt sich das Queck- 
silber auf verschiedene Art ohne Schadigung des Proteins entfernen, 
z. B. mit Schwefelwasserstoff oder mit Cyankalium und darauffolgender 
Fallung des Proteins mit Ammonsulfat oder am. besten durch 
Dialyse gegen eine Kaliumcyanid-Ammonsulfatlésung. Die zweite und 
dritte Methode seien hier beschrieben. 

1. Fdllung mit Ammonsulfat aus cyanidhaltiger Lésung. Kristalle 
des Quecksilbersalzes der Enolase werden durch scharfes Zentrifugieren 
von der Mutterlauge befreit, mit Ammonsulfatlésung vom Sattigungs- 
grad 0,65 auf der Zentrifuge gewaschen und in n/10 Ammoniak-Ammon- 
acetat-Puffer von pu 9,4, der in bezug auf Kaliumeyanid n_/10 ist, gelést. 
Die Lésung bleibt 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen. Dann wird 
das Protein aus der Lésung durch Ammonsulfat vollstandig ausgefallt, 
wozu ein Sattigungsgrad von etwa 0,8 notwendig ist. Das vorher fast 
unwirksame Protein ist dann noch nicht vollstaéndig, aber zu 80°, 
reaktiviert. 

2. Dialyse gegen Kaliumeyanid. Die Dialyse gegen Kaliumeyanid 
ist schon friiher, in einer Arbeit von F. Kubowitz1, zur Entfernung 
eines Schwermetalles aus einem Metallproteid angewandt worden: zur 


1 F. Kubowitz, diese Zeitschr. 299, 32, 1938. 








408 O. Warburg u. W. Christian: 


Entfernung des Kupfers aus der Polyphenoloxydase. Dort verschwindet 
die Fermentwirkung mit der Abtrennung des Metalls, hier tritt die 
Wirkung wieder auf. 

30 cem einer Lésung der Kristalle in ammoniakalischem, halb- 
gesittigtem Ammonsulfat, nach Abschnitt 7 gewonnen, die 800 mg 
Protein enthielten, wurden in einen Cellophanschlauch gefiillt und 
bei 6° gegen ein festes Volumen von 2000 ccm halbgesattigter Ammon- 
sulfatlésung dialysiert, die in bezug auf freies Ammoniak n/10, in bezug 
auf Kaliumeyanid n/l00: war. Nach 17 Stunden und dann _ nach 
10 Stunden wurde die AuBenfliissigkeit gegen frische AuBenfliissigkeit 
ausgewechselt. Dann wurde die Innenfliissigkeit im optischen Enolase- 


test gepriift. Die Priifung ergab 


Mole Substrat 


k = 9900 - . : 
Mole Ferment - Minuten 


wahrend das Ausgangsmaterial, aus dem die Kristalle gewonnen worden 
waren, nur halb so stark wirkte. Die Kristallisation als Quecksilbersalz 
ist also ein wirksamer Reinigungsschritt. 

3. Zur Gewinnung des Enolaseproteins in Substanz war es nach der 
Dialyse gegen Ammonsulfat-Kaliumeyanid noch notwendig, die Salze 
zu entfernen. 

Das Volumen der nach 2. erhaltenen Lésung betrug 24 ccm. Die 
Lisung wurde bei 6° weiter dialysiert, zundichst 24 Stunden gegen 
2000 cem n/1000 Ammoniak, dann 48 Stunden gegen flieBendes Wasser. 
dem 18 Vol.-°,, Athylalkohol zugesetzt waren. Dann wurde im Vakuum- 
exsikkator bei 6° getrocknet. 


9. Zusammensetzung und Ultraviolettspektrum der Enolase. 

Fir ein Fermentpraparat, das iiber das kristallisierte Quecksilber- 
salz gereinigt worden und aus dem das Quecksilber, wie im vorigen 
Abschnitt beschrieben, durch Dialyse gegen Kaliumeyanid entfernt 
worden war, fand W. Liittgens: 

Gewichtsverlust bei Trocknen im Hochvakuum bei 66°; 11°). 

Analysen, auf die wasserfreie Substanz bezogen: 

4,763 mg: 9,365 mg CO,; 3,214 mg H,O; 0,036 mg Riickstand. 
53,62% C; 7,55% H:; 0,76% Riickstand. 
4,831 ., 0,724cem N (20°, 755mm). 17,34% N. 

22,6 » 0,628 mg BaSO,. 0,38°, Schwefel. 

4,93 , 1d Phosphor kolorimetrisch. 0,03% Phosphor. 

Vergleichen wir die Zusammensetzung der drei Hefegarungsfermente, 
die bisher kristallisiert worden sind, so ergibt sich: 
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Reduzierendes Garungsferment * Oxydierendes Girungsferment ** Enolase 
62,8 % C 62,64 % C 53,62 % C 
6,96", H 7,61% H 7,55 % H 
16,54% N 16,41 % N 17,34 % N 
1,21% 108°, 8 0,38 % S 
kein P kein P kein P 
* E. Negelein u. Wulff, diese Zeitschr. 298, 351, 1937. ** . Warburg u. W. Christian, 


ebenda 308, 40, 1939. 


Der gréBte Unterschied zeigt sich im Schwefelgehalt, der fiir die 
Enolase wesentlich niedriger ist als fiir die beiden anderen Fermente 
Den Phosphorgehalt der Enolase haben wir gleich Null gesetzt, 
obwohl Liittgens 0,03 °, 
wenn wir das Molekulargewicht der Enolase gleich L0Q000 setzen. Denn 


, Phosphor fand, das wire 1 Atom Phosphor, 
einen Teil dieses Phosphors konnten wir, ohne daB die Wirksamkeit 
des Ferments abnahm, folgendermaBen entfernen: 

138 mg des Fermentpraparats wurden in 4 ccm Wasser gelést. Die 
Lésung wurde in einer Wykoff-Zentrifuge 3 Stunden (55000 Um- 
drehungen pro Minute) zentrifugiert. Dann wurden 0.8 cem vom Boden 
des ZentrifugiergefaBes herauspipettiert. Sie enthielten 124 mg Protein 
von voller spezifischer Wirksamkeit, aber nur 17,3 y Phosphor. Der 
Phosphorgehalt des zentrifugierten Proteins war also kleiner als 0,014 °, 

Ultraviolettspektrum. Fiir das analysierte Praparat wurden die 
Absorptionskoeffizienten zwischen 250 und 280 my, in neutraler wasseriger 
Lésung bestimmt. In der folgenden Tabelle sind die 8-Werte der Enolase 
verzeichnet, daneben die £-Werte des oxvdierenden Géarungsferments, 





lL J i 
ae m . “ 0 
gleichfalls fiir eine neutrale Lésung (3 —:—:ln- ). 
c l(Ud ’ 
3 der Enolase 3 des oxydierenden Girungsferments * 


Wellenlinge 


[=] Ea 

mu mg mg 

250 0,888 1,05 

260 1,18 1,22 

270 1,72 | Boso | 75 1,83 | p sO | 77 
275 1,96 | yi yf 2.10 | ph ‘ 
280 2,06) © 2,16 7 — 

285 1,96 1,98 

290 1,48 1,42 

300 0,420 0,470 


* 0. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 803, 40, 1939 


Die £-Werte der beiden Fermente stimmen also sehr nahe iiberein. 
Da die Lichtabsorption in dem untersuchten Spektralgebiet im wesent- 
lichen von Tyrosin und Tryptophan herriihrt, so kann man aus der 


Biochemische Zeitschrift Band 310. 97 
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Ubereinstimmung der f-Werte schlieBen, daB der Tyrosin- und Trypto- 
phangehalt der beiden Fermente nahezu gleich ist. 

Von sonstigen Kigenschaften des Enolaseproteins ist hervorzuheben, 
dab es verhaltnismaibig leicht in Ammonsulfat léslich ist. Aus einer 
2°,igen neutralen Proteinlésung beginnt das Protein erst bei einem 
Sattigungsgrad von 0,65 zu fallen. 


10. Wirkung von Magnesium-, Zink- und Mangansalzen., 

Zwar ist die Enolase von Lohmann und Meyerhof} in dialysierten 
Muskelextrakten entdeckt worden, woraus zu folgen schien 2, daB die 
Enolase zu ihrer Wirkung keines ,,Co-Ferments* bediirfe. Doch geniigte 
offenbar die Dauer der Dialyse, die 3 bis 5 Stunden betrug, nicht, um 
die kleinen Mengen an Metallsalzen zu entfernen, die zur Hervorrufung 
der Enolasewirkung ausreichen. 

Schon nach den ersten Reinigungsschritten fanden wir, daB das 
Enolaseprotein nur in Gegenwart gewisser Metallsalze wirkt den 
Salzen des Magnesiums, des Zinks und des Mangans. In sehr kleinen 
Konzentrationen sind Zink und Mangan erheblich wirksamer als Magne- 
sium. GréBere Konzentrationen an Zink und Mangan jedoch vergiften 
das Protein, so daB bei gréBeren Konzentrationen das Magnesium von 
den drei Metallen das wirksamste ist. Die Wirkung des Magnesiums. 
das wahrscheinlich der physiologische ,,.Aktivator’’ des Enolaseproteins 
ist, haben wir naher untersucht. 

Versuchsanordnung. LaBt man aus der Testlésung das Magnesium 
fort, so findet man bei Zusatz des Enolaseproteins die Wirkung Null, 
wenn der Puffer Phosphat ist, und eine sehr kleine Wirkung, wenn der 
Puffer Bicarbonatkohlensaure ist. 

Um die Wirkung des Magnesiums quantitativ zu untersuchen, haben 
wir bei konstanter Proteinkonzentration * verschiedene Mengen Magne- 
siumsulfat zugesetzt und « + 0, die Geschwindigkeitskonstanten der 
Phosphobrenztraubensaurebildung, optisch, wie in Abschnitt 4  be- 
schrieben, gemessen. « + 0 war also auch bei diesen Versuchen unser 
MaB der Wirkung. 

Die Magnesiumkonzentration wurde von m,10000 bis) m/100 
variiert. Uber m/100 konnten wir mit der Magnesiumkonzentration 


' K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934. — ?O. Meyer- 
hof u. W. Kiefling, ebenda 276, 239, 1935, und zwar S. 252; O. Meyer- 
hof, Naturwiss. 23, 490, 1935. 3 Die Proteinkonzentration im Test ist 
von der GréBenordnung 10 y/eem = 10°'° Mole/eem. Die kleinste Magne- 
siumkonzentration war 10-7 Mole/eem. Durch die Bindung von Magnesium 
an Protein konnte also die Konzentration des zugesetzten Magnesiumsalzes 
nicht merklich vermindert werden. 
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nicht hinausgehen, da ;dann Hemmungen auftraten. Der ,.Endwert™ 
der Magnesiumwirkung die Wirkung fiir die Magnesiumkonzentra- 
tion o , den man zur Berechnung der Dissoziationskurven braucht. 
konnte also nicht bestimmt, sondern mubte berechnet werden. Fanden 
wir die Wirkungen W, und W, fiir die Magnesiumkonzentrationen c, 
und ¢s, so berechneten wir den Endwert W mit Hilfe der Forme! 


Co Cy (L) 
die unter der Annahme abgeleitet ist, daB in Lésungen von Magnesium- 


salz und Enolaseprotein das Gleichgewicht besteht : 


freies Protein 


c oe, 2 
Magnes ; : Z (=) 
fagnesium nit Magnesium verbundenes Protein 
Setzen wir 
W 
: n, 
NW 
so kénnen wir statt (2) schreiben 
l—n : 
Cue K, (3) 


n 


also durch Wirkungsmessungen die Dissoziationskonstante A der 
Magnesiumenolase bestimmen. 


Beispiele. Wir fanden in m/20 Phosphat bei pu 6,74 und 26°, bei 
variierter Magnesium- aber konstanter Protein- und Substratkonzentra- 
tion (das Magnesium wurde als Magnesiumsulfat zugesetzt. Die Substrat- 
konzentration entsprach | - 10-3 Mole /Liter Phosphobrenztraubenséure 
im Gleichgewicht): 








. 1 n 
Me Ws ow 4 0 W kh (Mg . . 
Mole 1 | We Mole 
| vitae | | iezaaaen | Liter 
0 0 0 
0,267 - 10-8 0,108 0,088 2.8-10-3 
1,00 - 10-8 0,303 0,246 3,1- 107° 
2,67 - 10-3 0,607 0,494 2.7-10-3 
10,0 -10°° 0,968 },788 2,7- 10-5 
oc ber. 1,230 1,00 


Mittel: 2,8-10° ° 


Wir fanden unter Bedingungen wie oben, aber in m 20 Bicarbonat- 


puffer : 
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“Mg Ww 


Mole { 
Liter | 


? 

- 10-3 

- 10-8 

-10 : 

- 10 

-10 

be 10 3 

x ber. 


1 
Minuten 


0,035 
0,172 
0,282 
0,422 
0,574 
0,655 
0,706 
0,800 


0,044 
0.216 
0,352 
0,528 
0,718 
0,817 
0,881 
1,00 


n 


10>: 
10>: 


1 
K (Me * 
| Mole } 
| Liter | 
0,61 - 
0,62. 
0,60 - 10 
0,53 - 10 
0,60 - 10 
0,72-10 
Mittel: 0,61 - 10 


3 


Aus den beiden Versuchen, die in den Abb. 4 und 5 graphisch dar- 
gestellt sind, geht hervor, daB unsere Annahme 
1—-n K 
Cc 2 
N 
fg n 


sehr nahe zutrifft. Magnesiumsalz und das katalytisch nicht wirksame 





Enolaseprotein verbinden sich also, proportional ihren Konzentrationen, 
dissoziierend zu dem wirksamen Ferment. 

Aus den angefiihrten Beispielen geht ferner hervor, daB die Festig- 
keit, mit der das Magnesium von dem Protein gebunden wird, erheblich 
von der Wasserstoffionenkonzentration abhangt. Bei pu 7,34 kK 
erheblich kleiner, also die Festigkeit der Bindung des Magnesiums 


ist 


erheblich gréBer, als bei pu 6,74. 


Dab dies nicht etwa mit der Variation der Puffersubstanz zu- 


sammenhangt, kann man zeigen, indem man das py derselben Puffersub 
stanz variiert. Wir fanden fiir 




















40 i ; 
| m/20 Bicarbonatpuffer bei 20°, 
bei Sattigung mit Gasmischun 
98 gen verschiedenen Kohlensaure 
gehalts: 
| 06 
: 3 ‘ n 
> A=28-70 “mol Mg/l Vol.-% K ‘Mg: 
N) Kohlensiiure | PH pa 
GF Liter 
10% 7,34 0.6 - 10-8 
G2 . a “+ — 100°, 6,38 3,7-10-5 
Magnesiumbestimmung. Auf 
0 2 ¥ 6 2 die Wirkung des Magnesiums 
preabie e  OR  e 
Di asetes ry ¢ > e 
Abb.4. Dissoziationskurve der Magnesiumenolase mm BEERSOLOS RR See) Ot 


Mikromethode zur Bestimmung 


in m/20 Phosphat. pH 6,74. 
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des Magnesiums griinden, die besser ist als die zur Verfiigune stehen- 
den kolorimetrischen Mikromethoden. Fiir eine gegebene Protein 
l6sung nimmt man eine Wirkungskurve wie Abb. 4 auf, bestimmt dann 
fiir die yleiche Proteinlésung die Wirkung der zu priifenden Magnesium. 
salzlésung und entnimmt aus der Kurve die Magnesiumkonzentration. 
Zink und Mangan, falls sie neben dem Magnesium vorhanden sind 
miissen vorher — durch 














Schwefelwasserstoff — ent- 170 — 
fernt werden. | 

Die Empfindlichkeit 160 
der Methode haingt von der | 
Reinheit der Test!6sung ab. 450} 

Enthielte die Testlésung ey 

gar kein Magnesium, so tas 

kénnte man durch Aus- — § 

dehnung der Versuchszeit 130 ! 
beliebig kleine Mengen 

Magnesium erkennen und 420 

bestimmen. : 

In dem oben mitge “ | 
teilten zweiten Versuchs- 
beispiel wurde ohne Zusatz 0 44a 42-46 ~~ 20a a 
von Magnesium eine kleine “a heii, 
Widkung boobachiet (x 6 Temata Seaaiensrenten 
0.044). Da 

l n : . Mole 
“Mg n oh * Liter 


war, so war die Magnesiumkonzentration in der Testlésung 


’ 0.044 “ : Mole 

CMe O.6L > 10 0.96 3°10 Liter 
lissoziationskurve der Magnesiumenolase. Aus vielen Griinden ware 
es erwiinscht, die Dissoziationskurve der Magnesiumenolase nicht nur 
durch Wirkungsmessungen, sondern direkter durch Magnesium 
bestimmungen zu ermitteln. Wegen des groBen Molekulargewichts des 
Proteins ist dies eine schwierige Aufgabe. Folgende Anordnung scheint 

uns zur Lésung der Aufgabe geeignet zu sein: 

160 mg Enolaseprotein, das eine kleine Menge Magnesiumsalz ent 
hielt, wurden mit 4cem Wasser zu einer neutralen Lésung gelést und 
3 Stunden auf der Wyko//-Zentrifuge (55 000 Urhdrehungen pro Minute) 
zentrifugiert. Dann wurden von oben 3 ccm abgehoben die nur 
einige Prozente des Proteins enthielten und die 3 cem von oben und 
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der eine cem von unten getrennt in Platintiegeln verascht (24 Stunden 
656°). Die beiden Riickstande wurden mit einigen Tropfen n/10 Schwefel- 
siure und Wasser klar gelést, in beiden Lésungen wurde die Magnesiuin- 
konzentration, wie oben beschrieben, im Enolasetest bei neutraler 
teaktion bestimmt. Wir fanden so 

in der Lésung: ¢yy 1,62 - 1073 Mole ‘Liter, 

mit 160 mg Protein verbunden: 2.31 Mikromole Mg. 

Da nach Abb. 5 bei neutraler Reaktion bei cy, 1,62 - 10-3 


Mole pro Liter 75°, des Proteins mit Magnesium gesattigt sind, so 
wiirden 160 mg Protein bei vollstandiger Sattigung mit Magnesium 
2.31 


3,1 Mikromole Magnesium enthalten. Mit einem Grammatom 
Olio 


Magnesium waren dann 
0, 160 oat e 
31-108 52000 Gramm 
Protein verbunden. 

Dies ist nur ein Vorversuch, der die Methode andeuten soll. Zu 
seiner Auswertung ware die Bestimmung des Molekulargewichts des 
Enolaseproteins notwendig. 

Zink und Mangan. Die Zink- und Manganwirkungen im Test haben 
wir nicht genauer untersucht. Die folgenden Zahlen sollen nur zeigen 
daB beide Metalle im Test wirken. Wir fanden bei 20° in m 20 Phosphat 
von pu 6,74 (die Proteinmengen in beiden Versuchen waren verschieden) 








Metallsulfat Wirkung = w + 0 Metallsulfat Wirkung = o 
| Mole 1 Mole } | 1 
vite? | Minuten | Liter | | Minuten | 
0 0 0 0 
Mangan 083-104 0,563 Zink 0,58 - 10-4 0,207 
ne Lf. 310 0,953 = 1,16-10-4 0,259 
3,4 -10-¢ 0,617 oe 2,32 -10-4 0,413 


11. Fluoridhemmung. 


Lohmann und Meyerhof } haben gefunden, daB Fluorid die Enolase 
wirkung hemmt. m/100 bis m/200 Fluorid hemmte unter ihren Versuchs- 
bedingungen vollstandig. Da kein anderes Garungsferment so emp- 
findlich gegen Fluorid ist, so schlossen Lohmann und Meyerhof aus 
ihren Versuchen, daB die seit langem bekannte Fluoridhemmung de: 
Garung auf einer Hemmung der Enolase beruht. Man versteht dann 
warum sich bei Zusatz von Fluorid zu garenden Fliissigkeiten die 
Phosphoglycerinsiure anhauft und warum es mit Fluorid versetzte 


' K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934. 
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Garansatze waren, in denen Ragnar Nilsson! die Phosphoglvcerinsaure 
entdeckte. 

Zur Fluoridhemmung der Enolase bemerken Meyerhof und Kiep- 
ling 2, daB sie stark abnimmt, wenn man die mit Fluorid zu versetzenden 
Fliissigkeiten vorher langere Zeit dialysiert: und Weyerhof und Schulz ® 
fiigen hinzu, daB ,,bei Abwesenheit von Phosphat die Fluoridhemmung 
der Enolase sehr abgeschwacht ist‘t. Versuche, aus denen dies hervor 
geht, haben wir in den Arbeiten von Meyerhof nicht gefunden 

Von anderen Arbeiten tiber die Fluoridhemmung der Garung seien 
zwei Mitteilungen von Runnstrém* und Mitarbeitern erwahnt, die 
fanden, daB Adenylsaure, die man Garansiitzen hinzufiigt, die Fluorid 
hemmung aufhebt und daB ..eine Erhéhung des Phosphatgehalts des 
Ansatzes die Aufhebung der Fluoridhemmung durch Adenylsaure 
erschwert”. 

Uber den chemischen Mechanismus der Fluoridhemmung ist in den 
zitierten Arbeiten keine Ansicht gedubBert worden. Sie konnte nicht 
veduBert werden, da die Wirkungsgruppe der Enolase unbekannt war 

Versuchsanordnung. Die Geschwindigkeitskonstante der Phospho- 
brenztraubensaurebildung wurde im optischen Enolasetest, wie in Ab 
schnitt 4 beschrieben, bei 26° gemessen. Erzeugte die gleiche Enolase 
menge ohne Fluorid die Geschwindigkeitskonstante « + 0, und mit 
Fluorid die Geschwindigkeitskonstante [m — ol|p. so war 

lw > ol 


- LOG 
@W 7 0 


der prozentuale Wirkungs- Rest und 


l—[w-+ ol; 
- 100 
@ 0 
die prozentuale Wirkungs-Hemmung. 

Die Versuchszeit betrug 5 Minuten. Gemessen wurde von Minute 
zu Minute. ¢ = 0 war die Zeit, zu der das Enolaseprotein zugesetzt 
wurde. Es zeigte sich dabei, da es eine merkliche Zeit dauert, bis die 
Fluoridhemmung voll entwickelt ist. Bei der Mittelwertsbildung von 
« + 0 wurde deshalb die fiir die erste Minute berechnete Geschwindig- 
keitskonstante fortgelassen (vgl. Tabelle 1). 

Der Puffer war Phosphat- oder Bicarbonatkohlensaure, bei den 
endgiiltigen Versuchen Bicarbonatkohlensaure. Die fiir diese Versuche 


1 R. Nilsson, Arkiv for Kemi usw. Schwed. Akad. d. Wiss. 10, 1, 1930 


2 O. Meyerhof u. W. Kiefling, diese Zeitschr. 276, 239, 1935.  O. Meyer 
hof u. W. Schulz, ebenda 297, 60, 19388. 1 J. Runnstrém u. T. Hembery, 


Naturwiss. 26. 74. 1937: J. Runnstrém u. E Spe rber, diese Zeitschr. 298, 
340, 193s. 
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benutzte 2-Phosphoglycerinsaiure war nach Méglichkeit von anorgani- 
schem Phosphat, das die Rohprodukte immer enthalten, nach der in 
Abschnitt 1 gegebenen Vorschrift befreit. Wir kamen mit der Reinigung 


soweilt, dab die Testlésung wenn kein anorganisches Phosphat 
zugesetzt wurde etwa 0,03 y anorganisches P pro ccm enthielt, also 


etwa 10-6 molar in bezug auf anorganisches Phosphat war. 

Das aktivierende Metallsalz war Magnesiumsulfat. Die im folgenden 
beschriebenen Versuche beziehen sich also auf die Fluoridhemmung 
der Magnesium-Enolase. 

Tabelle [ enthalt ein Versuchsprotokoll. Es soll zeigen, wie hervor- 
ragend geeignet der optische Enolasetest zur quantitativen Unter- 
suchung der Fluoridhemmung ist. Das Protokol! zeigt ferner, dab 
Phosphat an der Fluoridhemmung beteiligt ist. Denn 10>-% molar 
Phosphat hemmt nicht, 10-6 molar Phosphat + 1,67 - 10-3 molar Fluorid 
hemmt nicht, aber 10-3 molar Phosphat -+- 1,67 - 10-3 molar Fluorid 
hemmt um 71°,. 

Tabelle I. 
m/20 Bicarbonat. py 7,34. Temperatur 20°. In den vier Versuchen: 
] 





CMg 2,71 -10-° Mole/Liter. cprotein = 7 y/cem. 
J I IV 
aS. Il mt 
aes| “*F-9 \Mole| “F= 9 Mole ¢F = 1,67-10-3) yole ¢# = 1,67- 10-3) yore 
285 cp 0,~ 10-°} Liter | ep Oo, 10-3 | Liter cpo, ~ 10-° | Liter ¢po, = 1-10-3| Liter 
ihe Jin to ain? ain ‘2 sh 
J ) boas 
{Min.] i i i i 
1 0,733 0,733 0,725 0,417 
2 1,242 1,242 1,253 0,629 
3 1,626 1,625 1,639 0,788 
+ 1,882 1,917 1,938 0,960 
5 2,078 2,087 2,066 1,101 
x 2,385 2,385 2,385 2,385 
o+o = 0,371 o+o= 0,371 oro = 0,375 o+o = 0,108 
v v y 


keine Hemmung’ keine Hemmung 71% Hemmung 


Tabelle II. 
m/20 Bicarbonat. py 7,34. Temperatur 20°. Bei t, = 0 Zusatz des Enolase- 
Proteins. cyg = 2,71 + 10-* Mole/Liter. c¢protein = 7 y/cem. 











es id ¢Fluorid = 9,67-10-3 | eplyorid = 6,67 - 10 : | Mole 
ne 1 MOE’ Phosphat = 2:57 -10-° |ephosphat= 10° 10-5 | Liter 
ore o+o o+ oO 
1 1 1 
| Minuten | Minuten | Minuten 
1. Minute .... 0,388 0,252 0,162 
ae rs ceo 0,388 0,192 0,078 
Gur 0,388 0,183 0,078 
gees ia 0,388 0,193 0,083 


i ee 0,388 0,192 0,070 
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In Tabelle IL ist ein Versuch wiedergegeben, aus dem hervorgeht, 
daB die Entwicklung der Fluoridhemmung eine merkliche Zeit bean 
sprucht. Denn die Geschwindigkeitskonstanten der Phosphobrenz- 
traubensadurebildung sind in Fluorid in der ersten Minute wesentlich 
héher als in den darauffolgenden Minuten. Der Versuch zeigt ferner, 
da®B die Wirkung des Fluorids mit steigender Phosphatkonzentration 
zunimmt. 

Versuche in Phosphatpuffer. In m 20 Phosphatpuffer von pu 6.74 
bestimmten wir fiir verschiedene Magnesiumsulfatkonzentrationen die 
Fluoridkonzentration, die halbe Hemmung bewirkt. Wir fanden: 


Aus diesem Versuch geht 





hervor, da} die Wirkung des (MgSO, °Fluorid (Halbwertskonzentration 
Fluorids von der Konzen- Mole | | Mole | 
‘ ‘ Liter | | Liter | 
tration des Magnesiumsalzes 
abhangt; aber nicht so, wie 1,0- 10-8 3,9 - 10-4 
“ ; 2,7 -10-3 20-1074 
man es hatte erwarten sollen, 27. 10-3 06. 10-4 


daB um so mehr Fluorid zur 
Hemmung notwendig ist, je mehr Magnesiumsalz die Lésung enthalt: 
sondern die zur Hemmung notwendige Fluoridkonzentration sinkt, wenn 
die Magnesiumkonzentration steigt. Bei einer Magnesiumkonzentration 
4 


von 270 - 10-4 geniigte eine Fluoridkonzentration von 0.6 - 10 um 


die Magnesiumenolase zur Halfte zu hemmen. 


Wenn also Fluorid die Magnesiumenolase hemmt, so kann die 
Ursache der Hemmung nicht die Konzentrationsverminderung des 
freien Magnesiumsulfats in der Lésung sein: sondern die Fluorid- 
hemmung mu bewirkt werden durch eine Magnesium-Fluoridver 
bindung, die sich dissoziierend mit dem Protein verbindet. 


Versuche in Bicarbonatpuffer. Ersetzten wir den Phosphatpuffer 
durch Bicarbonat-Kohlensaurepuffer von px 7,34. so fanden wir 
unter sonst gleichen Bedingungen keine Hemmung durch Fluorid 
konzentrationen, die in Phosphatpuffer vollstandig hemmten. Wurde 
Phosphat zugesetzt, so trat die Fluoridhemmung auf: um so starker. 
je gréBer die Menge des zugesetzten Phosphats war. Die dabei wirk 
samen Phosphatkonzentrationen waren bemerkenswert klein: schon 
10-5 molar Phosphat gab einen erheblichen Ausschlag. Daf Phosphat 
ohne Fluorid die Magnesiumenolase nicht hemmt, sei der Vollstandig 
keit wegen hinzugefiigt (vgl. Tabelle 1). 


Tabelle III, Seite 418 enthalt eine Versuchsreihe, bei der die Kon 
zentrationen der drei Substanzen variiert wurden, durch deren Zu- 
sammenwirken die Fluoridhemmung entsteht: Magnesiumsalz, Fluorid 
und Phosphat. Dabei wurde die Konzentration des Magnesiumsalzes 
um das lOfache, des Fluorids um das 20fache und des Phosphats 
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um das l0Ofache variiert. Wie man aus der Tabelle sieht. blieb bei 
allen diesen Variationen der Ausdruck 


Wirkungsrest 


Wirkungshemmune 


9 


Mg “°PO, * ©Fluorid 


nahezu konstant und betrug 2 - 10-12 bis 4 - 10-12, im Mittel 3.2 - lo-?2. 
wenn die Konzentrationen in Molen, Liter ausgedriickt wurden 


y Wirkungsrest K 1» | Mole 
Cc “Co ‘Cr . 3.2-10—'* 
Mg PO Fluorid ye a.2 - 
- ‘ Wirkungshe mmung Liter 
Pay eet toe _ [Mole] 
Berticksichtigt man, daBs die Dimension von K Li ist. so ist 
alter 


diese Konstanz bemerkenswert. Sie kann nur bedeuten, da die Fluorid- 
hemmung durch ein Magnesium-Fluorophosphat bewirkt wird, das sich 
dissoziierend mit dem Enolaseprotein verbindet. 


Die Konzentration des wirksamen Magnesium-Fluorophosphats 
mus sehr klein sein. Denn die zur Berechnung von A benutzten Kon- 
zentrationen an Magnesium, Fluorid und Phosphat waren die zugesetzten 
Konzentrationen, die also durch die Bildung des Magnesium-Fluoro- 
phosphats nicht wesentlich vermindert worden sein konnten. Sonst 
hattem wir bei der Berechnung von K falsche Konzentrationen eingesetzt 
und hatten AK nicht konstant finden kénnen. 


Theorie. Wenn Magnesiumsalz, indem es sich dissoziierend mit 
dem Enolaseprotein verbindet, die Wirkung erzeugt; und wenn Magne- 
sium-Fluorophosphat, indem es sich dissoziierend mit dem Enolase- 
protein verbindet, die Wirkung zum Verschwinden bringt, so wird man 
annehmen, da es dieselbe Stelle des Proteins ist, die in beiden Fallen 
mit dem Magnesium reagiert. Dann hat man, wenn man _ Enolase- 
protein zu Magnesiumsalz, Fluorid und Phosphat gibt, die umkehrbare 
Verdrangungsreaktion: 


Mg-Fluorophosphat — Mg-Enolase <> Mg-Fluorophospho- 
Enolase + Mg-Salz (1) 


deren Gleichgewichtsbedingung ist : 


Mg-Fluorophosphat - Mg-Enolase 


K,. (2) 
Mg - Mg-Fluorophospho-Enolase 
Setzen wir 
Mg-Enolase Wirkungsrest . 
(9) 
Mg-Fluorophospho- Knolase Wirkungshemmung 


und 


‘ Mg-F luorophosphat kK it. Meg ; Cr : €Phospat ’ +) 
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so ergibt (3) und (4). in (2) eingesetzt : 


A ir Mg ‘CP * Phosphat W irkungsrest | 


- ., 
Cyto Wirkungshemmung ' { (5) 
— ~) 
= Wirkungsrest k, ; 
Me : Ch ; CPhosphat ’ tT: , AK : 
Wirkungshemmung Ky 


also die experimentell gefundene Beziehung. 


2) 


Giltigkeitsbereich. Setzt man in Gleichung 


2.7 - 10-3 Mole /Liter 


Me ‘ew Se ne eS ee 

ae ap RR re 1 - 10-1 Mole /Liter 

PS See aera 3- 10-2 
Wirkungsrest 


Wirkungshemmung 
so. wird 


1.1 - 10°>7 Mole /Liter : 


Cphosphat «+*+++s+e* 
das entspricht 0,0035 y anorganischem P pro ccm. 

Wegen der Schwierigkeit, derartig kleine Mengen an anorganischem 
Phosphat in der Testlésung zu bestimmen, konnten wir fiir hohe Fluorid- 
konzentrationen nicht entscheiden, ob auch hier Phosphat zur Ent- 
stehung der Fluoridhemmung notwendig ist. Vielleicht hemmen* hohe 
Fluoridkonzentrationen die Magnesiumenolase durch unspezifische 
Salzwirkung. Vielleicht tritt bei hohen Fluoridkonzentrationen an 
Stelle der Reaktion (1) die einfachere Verdrangungsreaktion : 

Mg-Fluorid + Mg-Enolase = Mg-Fluoro-Enolase + Mg-Salz. 

Zweck dieser Bemerkung ist es, hervorzuheben, dab G'eichung (5) 
nicht fiir beliebig hohe Konzentrationen (an Fluorid oder Magnesium 
sulfat oder Phosphat) gilt, sondern nur im Bereich der gepriiften Kon- 
zentrationen, die in Tabelle IIL verzeichnet sind. 

Induktionszeit. Wie erwihnt, erfordert die Ausbildung der Fluorid 
hemmung Zeiten von der GréBenordnung Minuten. Entsprechend 
dauert es eine merkliche Zeit, bis die Fluoridhemmung verschwunden 
ist, wenn man Enolase-Protein aus einer Lésung, die hemmt, in ein 
fluoridfreie Testlésung iibertragt (wodurch man nachweisen kann, dal 
die Fluoridhemmung reversibel ist). Wir haben keine Erklarung fiu 
diese Induktionszeiten, die uns zu lange zu sein scheinen fiir Ver- 
drangungsreaktionen von Salzen. 

Arsensdure und Pyrophosphorsdure. Gibt man zu Magnesiumsa!z 
und Fluorid statt Phosphat Arseniat -- das ohne Fluorid nicht hemmt 
so wird die Magnesiumenolase gehemmt. Arsensiure kann also die 
Phosphorséure ersetzen. Pyrophosphorsiure kann die Orthophosphor- 
siure nicht ersetzen. GréBere Konzentrationen an  Pyrophosphat 








(9) 


chem 

iorid- 
Ent 
hohe 

Fische 


n an 


1 (0) 
sium 


Kon- 


iorid 
‘hend 
inden 
eine 
. dah 
g fii 


Ver- 


msalz 
it 
) clie 


phor- 


sphat 








[solierung und Kristallisation des Garungsferments Enolase. 421] 


hemmen ohne Fluorid die Magnesiumenolase, offenbar durch 
Bildung komplexen Magnesium-Pyrophosphats. 

Zink- und Manganenolase. Auch Zink- und Manganenolase werden 
durch Fluorid gehemmt. Wir fanden in m 20 Phosphatpuffer von 


pu 6.74 bei 20°: 








€Metallsulfat ¢Fluorid (Konzentration halber Hemmung) 
Mole Mole 
Liter Liter 
Zink: 0,58 - 10-4 5- 10-2 
Mangan: 0,67- 10-4 1-107? 


Ob auch bei diesen Hemmungen Phosphat mitwirkt, haben wir 
nicht untersucht. 

Fluoridhemmung der Carboxylase. Als Beispiel einer Fluorid- 
hemmung, die in Lésungen auftritt, die frei von anorganischem Phosphat 
sind, fithren wir die seit langem bekannte Fluoridhemmung der Carboxy- 
lase an. Fiir reine Carboxylase fand W. Liittgens bei 20°, py 5,3 und 
einer Brenztraubensaurekonzentration von 0,05 Molen ‘Liter: 





vio Hemmung der Wirkung 





Mole 

Liter % 
94-1078 14 
2,4 -10-2 63 
2,4-107! 92 


Zusatz von Phosphat war in diesem Falle ohne EinfluB auf die 
Hemmung. 

Die Messungen von Liittgens wurden zu einer Zeit ausgefiihrt, als 
wir fiir die Enolase den Zusammenhang zwischen Magnesium und 
Fluoridwirkung gefunden hatten. Aus Analogiegriinden wurde daraufhin 
die Asche der Carboxylase auf Magnesium gepriift, mit dem Ergebnis, 
da das Carboxylasemolekiil 1 Atom Magnesium enthalt 1. 


' F. Kubowitz u. W. Laittgens, diese Zeitschr. 307, 170, 1941 








Bemerkungen 
zu einer Arbeit von EF. Bechtold und K. Pfeilsticker: Reversible 
Umwandlung von Myoglobin in Cytochrom}, 
Von 
Hugo Theorell. 


(Aus der biochemischen Abteilung des medizinisechen Nobelinstituts, 
Stockholm. ) 


(Eingegangen am 24, September 1911.) 


Bei der Behandlung von Myoglobinlésungen, dargestellt nach 
Theorell (1), mit Hydrazinhydrat, Pyridin oder gewissen anderen Stick- 
stoffbasen und Natriumhydrosulfit, beobachteten Bechtold und Pfeil- 
sticker gewisse Banden im Spektroskop, woraus geschlossen wird, dab 
Myoglobin in ein hypothetisches ,,b¢-Cytochrom® umgewandelt wurd 
Die Umwandlung soll reversibel sein, die EiweiBkomponente des ,,Myo- 
globincytochroms” ware im Gegensatz zu derjenigen des Cytochroms c 
von Keilin und Theorell nativ: ,,Weil die von Keilin und von T'heorell 
erhaltene Substanz ein Denaturierungsprodukt darstellt, weist sie auch 
nicht das vollstandige be-Cytochromspektrum auf, sondern nur den 
Streifen c usw. 

Diese Theorie steht in Widerspruch zu folgenden Tatsachen, die 
von Bechtold und Pfeilsticker nicht erwahnt sind. 

1. Das nach Theorell oder Keilin dargestellte Cytochrom c ist nicht 
denaturiert. Man kann in den lebenden Zellen genau dieselben Banden 
wie im Praparat beobachten. Zur Extraktion aus dem Herzfleisch ist 
n/10 Schwefelsiure nicht notwendig, denn Wasser oder Salzlésungen 
ziehen, wenn auch schwieriger, das meiste Cytochrom ¢ heraus. Das 
Ferment ist iibrigens auffallend resistent gegen Sauren: es vertrigt 
sogar zweifach normale Mineralsiure bei Zimmertemperatur (2). 

2. Das Myoglobin und das Cytochrom ¢ zeigen nach Rossi (3) bzw. 
Theorell und Akesson (4) die folgenden molaren Verhaltnisse Fe : Argi- 
nin : Histidin : Lysin. 


NN esc ch eile hw she be i ee 1:1,6:9: 15 
| ee eee 1:2 :3:22 


Man ersieht daraus, dab eine reversible Umwandlung des Myo- 
globins in Cytochrom einen reversiblen Umbau des Proteinteils zur 
Voraussetzung hatte, etwa durch eine reversible Umwandlung von 
Histidin in Lysin. 


' Diese Zeitschr. 807, 194, 1941. 
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3. Die von Theorell (5), und spiter von Zeile und Meyer (6) nach-: 


gewiesenen Thioaitherbindungen Cystein-Porphyrin sind unter Bechtolds 
und JPfeilstickers Versuchsbedingungen offenbar irreversibel. Wie 
kann man dann verstehen, daB solche Bindungen im Cytochrem vor- 
handen, im Myoglobin dagegen nicht vorhanden sind 7 

4. Die von Bechtold und Pfeilsticker beobachteten Banden stimmen 
nicht mit den Banden des Cytochroms iiberein. Da alle g-Banden der 
Protohamochromogene in der Gegend von 550—560 my liegen, so 
beweisen Banden bei 552.5 oder 546 keine Identitat mit Cytochrom ¢ 
(a-Bande 550), sondern im Gegenteil eine sichere Nicht-Identitat. 

5. Bechtolds Predukte sind offenbar gemischte Pyridin- oder 
Hydrazin-Globin-Hamochromegene, welche bekanntlich bei der Dena- 
turierung des Globinteils gebildet werden kénnen. Dab Bechtolds 
,.Myoglobin-Cytochrom” ein Denaturierungsprodukt ist. geht aus 
seinen eigenen Versuchen hervor (S. 202, Zeile 5—9). Die Bildung 
solcher Himochromogene ist eine so wohlbekannte Erscheinung, daB 
es unverstandlich bleibt, warum Bechtold und Pfeilsticker diese einfache 
Erklarung ihrer Befunde iibersehen haben. 


Literatur. 


|) H. Theorell, diese Zeitschr. 252, 1, 1932. — 2) H. Theorell u. A. Akes- 
son, J. Amer. Chem. Soc. 68, 1812, 1941. 3) A. Rossi, Arch. di Sei. Biol. 
(Bologna) 26, 244, 1940. — 4) H. Theorell u. A. Akesson, J. Amer. Chem. 
Soe. 638, 1804, 1941. — 5) H. Theorell, Enzymologia 6, 88, 1939; diese 
Zeitschr. 298, 242. 1938. 6) K. Zeile u. H. Meyer, Naturwiss. 27, 596, 1939; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 178, 1939. Siehe auch FE. Bechtold, Der 
Muskelfarbstoff usw., Stuttgart 1935. 
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